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1. LISTE DES ABREVIATIONS 
 
 
AC : Adénylyl cyclase 
AMP cyclique : 3'-5' Adénosine monophosphate -cyclique 
APS : Persulfate d’ammonium 
BCA : Acide bicinchoninic 
BSA : Albumine de sérum bovine 
Cdk5 : Cyclin dependent kinase 5 
CO2 : Dioxyde de carbon 
CREB : cAMP response element-binding protein 
DMSO : Diméthylsulfoxide 
DPBS : Tampon phosphate salin disodique avec EDTA 
ECL : Enhanced luminol chemiluminescent 
EDTA : Ethylenediamine-tetraacetic acid 
E64 : Trans-époxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)-butane 
FCS : Sérum de veau foetal 
GFAP : Protéine acide des fibrilles gliales 
GRKs : Kinases spécifiques des récepteurs couples aux protéines G 
HCl : Acide chlorhydrique 
IFs : Filaments intermédiaires 
IOD : Densité optique intégrée 
KCl : Chlorure de potassium 
KH2PO4 : Dihydrogéno phosphate de potassium 
KO : Knockout 
KSP : Lysine-Sérine-Proline 
MAPKs : Protéines kinases activées par les mitogènes 
MgCl2 : Chlorure de magnésium  
MoHCl : Chlorhydrate de morphine 
Na2HPO4xH2O : Hydrogéno phosphate disodique dihydraté 
NaCl : Chlorure de sodium 
NFs : Neurofilaments 
PA : Phosphatase alcaline 
PBS : Tampon phosphate salin 
PKA : Protéine kinase A 
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PKC : Protéine kinase C 
PMD : Délai post-mortem 
PMSF : Phényl méthyle sulfoxy fluoride 
SDS : Dodécyl sulfate de sodium 
SNC : Système nerveux central 
SP : Pyrophosphate de sodium 
TEMED : N,N,N',N'-Tétraméthylethylène-diamine 
TRIS : Tris (hydroximéthyl)-aminométhane 


























2-INTRODUCTION ET OBJECTIFS 
 
 
L’addiction aux drogues d’abus comme les opiacés, est un phénomène complexe avec 
d’importantes causes et conséquences tant au niveau psychologique que social. 
L’exposition répétée aux opiacés produit des changements des fonctions cérébrales qui 
peuvent durer un certain temps après l’interruption de l’administration chronique de la 
drogue. En conséquence, les troubles de comportement, qui caractérisent l’addiction aux 
opiacés, sont intimement liés aux troubles fonctionnels des neurones du système 
nerveux central (SNC), donnant lieu à l’altération des circuits neuronaux dont ils font 
partie. A niveau biochimique, l’action des opiacés dans le cerveau se réalise par 
l’intermédiaire des récepteurs aux opiacés, principalement le récepteur µ. Ces récepteurs 
appartiennent à la famille des récepteurs aux sept domaines transmembranaires couplés 
aux protéines G ; ces protéines sont responsables de la liaison entre les récepteurs et les 
différentes voies effectrices qui vont réguler la réponse cellulaire aux opiacés. 
 
Dans ce travail de thèse, les objectifs suivants sont proposés dans le but de mieux 
comprendre les mécanismes moléculaires de l’addiction aux opiacés ainsi que les 
altérations possibles induites par les opiacés tant au niveau structurel que fonctionnel : 
 
 1-Etudier, dans le cortex préfrontal des cerveaux des addicts aux opiacés 
décédés par overdoses, l’état du récepteur µ ainsi qu’un des mécanismes de régulation 
homologue, représenté par les kinases GRKs et la protéine β-arrestine. 
2-Etudier, dans ces mêmes sujets addicts aux opiacés, la voie classique de 
transduction des systèmes opiacés correspondant à la voie de l’AMPc, où l’état de la 
kinase PKA et celui du facteur de transcription CREB sont deux paramètres importants. 
3-Etudier, dans les cerveaux d’addicts aux opiacés, dans les cerveaux des rats 
traités à la morphine et dans la lignée cellulaire SH-SY5Y, une deuxième voie effectrice 
mise récemment en relation avec le récepteur µ. Cette voie correspond à la voie des 
kinases ERKs appartenant à la famille des MAPKs. 
4-Finalement, dans le but d’étudier les effets possibles ainsi que la spécificité 
des opiacés sur le cytosquelette neuronal, une des principales protéines structurelles du 
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cytosquelette, le triplet de neurofilaments sera étudié dans le cerveau des addicts aux 
opiacés, dans les cerveaux des rats et des souris knockout pour le récepteur µ traités à la 
morphine et dans la lignée cellulaire SH-SY5Y. Dans ces modèles l’implication 
éventuelle de la kinase dépendante de cyclines cdk5 et de son activateur neuronal p35 
sera aussi étudié en relation avec les processus d’addiction aux opiacés. 
 
Pour atteindre ces objectifs nous avons utilisé trois modèles expérimentaux différents : 
 
1- Le modèle expérimental le plus important dans cette étude est le cerveau 
humain post-mortem. Nous avons utilisé des biopsies de l’aire 9 de Brodmann du cortex 
préfrontal de sujets addicts aux opiacés (état tolerant) décédés d’une overdose d’héroïne 
ou de méthadone, appariés par le sexe, l’âge et le délai post-mortem  à des sujets 
contrôles (sans aucune histoire d’addiction à une drogue quelconque) décédés 
accidentellement. Dans cette première partie du travail, nous avons effectué des 
comparaisons entre les addicts aux opiacés et les contrôles portant sur : (a) les taux des 
différentes protéines impliquées dans la régulation du récepteur µ, (b) les taux des 
protéines participant à la signalisation cellulaire contrôlée par ce récepteur ainsi que (c) 
les taux et l’état des certaines protéines appartenant au cytosquelette neuronal. 
2- Le deuxième modèle exploré dans cette étude est le modèle animal, dans 
lequel des rats ainsi que des souris transgèniques n’exprimant pas le récepteur µ ont été 
utilisés. Les rats ont été utilisés pour étudier (a) si les altérations observées dans le 
cerveau humain sont des altérations générales du cerveau des mammifères et (b) si elles 
sont dues à l’effet chronique des opiacés ou si au contraire, elles sont dues à l’effet aigu 
de la dernière dose mortelle, prise par les addicts aux opiacés. 
Les animaux transgèniques ont été utilisés pour confirmer si les modifications des 
protéines du cytosquelette neuronal (neurofilaments) observées dans les processus 
d’addiction aux opiacés, sont médiées par le récepteur µ. 
 3- Finalement, pour étudier un des mécanismes potentiellement responsables des 
modifications de l’état de neurofilaments en présence de la morphine, la lignée 




3. RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 
L’opium est l’exsudat laiteux et desséché de la capsule des graines du Papaver 
somniferum et il est certainement l’un des agents pharmacologiques les plus 
anciennement connus. Sertürner parvient en 1806 à isoler à partir de l’opium une 
substance cristalline qu’il appela morphine, du grec Morpheus, dieu du sommeil. La 
morphine fut donc le premier alcaloïde isolé à l’état pur. On connaît maintenant plus de 
20 alcaloïdes extraits de l’opium. Ces alcaloïdes représentent approximativement 25% 
du poids de l’opium et sont classés en deux catégories chimiques distinctes : (1) les 
dérivés du phénanthrène et (2) les dérivés benzylisoquinoléines. 
 
 
3.1. MORPHINE ET SES DERIVES 
 
La morphine est le principal dérivé du phénanthrène (10% de l’opium) et a été surtout 
utilisée pour ses propriétés antinociceptives, mais s’est révélée être une drogue dont 
l’usage chronique peut engendrer tolérance et dépendance. L’effort des chimistes et des 
pharmacologues fut donc dirigé vers le développement de substances dérivées de la 
morphine, possédant des propriétés analgésiques et antidiarrhéiques mais dépourvues de 
la capacité d’induire tolérance et dépendance. Cet effort aboutit aux dérivés 
morphiniques semi-synthétiques (molécules préparées en modifiant la structure de la 
morphine) et synthétiques (synthèse complète de molécules originales). On les regroupe 
sous le terme de substances opiacées (ou opioïdes). 
Deux composés d'intérêt pharmacologique et thérapeutique sont à retenir : l’héroïne et 
la méthadone. L’héroïne ou diacétylmorphine est le premier exemple d'un opiacé semi-
synthétique. L’héroïne est un dérivé de la morphine plus soluble que la morphine et 
donc permet le passage de la barrière hémato-encéphalique plus rapidement. Elle agit 
par conséquence plus rapidement, mais dans un temps plus court. La méthadone (opiacé 
synthétique) fut synthétisée en Allemagne durant la deuxième guerre mondiale; son 
intérêt thérapeutique réside dans la possibilité de l’administrer par voie orale et dans sa 
longue demi-vie. Ces propriétés la rendent particulièrement intéressante dans le 
traitement de la pharmacodépendance aux opiacés. 
 14
La plupart des opiacés actuellement disponibles possèdent, à différents degrés, les 
propriétés pharmacologiques de la morphine, qui produit ses effets pharmacologiques 
principaux au niveau de trois systèmes de l’organisme : le système nerveux central 
(SNC), le système gastro-intestinal et le système cardio-vasculaire (Jaffe et Martin, 
1990). 
Chez l’homme, l’administration de morphine a plusieurs effets sur le SNC : (1) des 
altérations de l’humeur, (2) une analgésie, (3) des nausées et vomissements, (4) une 
dépression de la respiration (elle est la cause principale des décès par intoxications aux 
opiacés) et (5) des myosis. D’une manière générale, on peut dire que la morphine 
augmente le tonus de la musculature lisse de tous les segments du tractus gastro-
intestinal, tout en diminuant considérablement les contractions propulsives. Cette 
double action résulte en un ralentissement prononcé du temps de passage du bolus 
alimentaire et une réabsorption d'eau. L’effet global de la morphine est donc constipant, 
d’où son utilisation thérapeutique comme antidiarrhéique. A doses thérapeutiques, la 
morphine produit une dilatation artériolaire et veineuse. Cette action, conjointement 
avec l’effet inhibiteur sur les barorécepteurs, conduit à l’hypotension orthostatique que 
l’on peut parfois observer chez les patients sous morphine. 
 
 
3.2. RECEPTEURS AUX OPIACES 
 
Pour les opiacés, l’existence de récepteurs fut postulée au début de ce siècle déjà et 
confirmée dans les décennies suivantes. En effet, de nombreuses études sur les relations 
structure-activité révélèrent l’existence d’une stéréospécificité stricte pour les actions 
des opiacées (Pasternak, 1993). On développa ensuite des antagonistes compétitifs de la 
morphine qui démontrèrent son action dose-dépendante, aboutissant à un effet maximal 
(saturabilité), sur différentes préparations in vitro. Enfin, l’induction d’un syndrome de 
sevrage par l’administration d’un antagoniste compétitif, après traitement chronique aux 
drogues opiacées, ainsi que l’apparition d’une tolérance croisée entre opiacés possédant 
une structure moléculaire différente, constituèrent des arguments ultérieurs plaidant en 
faveur de l’existence de récepteurs spécifiques. La preuve définitive ne fut toutefois 
apportée qu’au début des années 70. Goldstein et al. (1971) découvrirent avec 
l’utilisation de lévorphanol marqué radioactivement (études de marquages radioactifs) 
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des sites de fixation aux opiacés dans une fraction subcellulaire du cerveau de souris. En 
1973 différents groupes purent directement identifier et caractériser par la méthode de 
fixation spécifique utilisée par Goldstein et al., les récepteurs aux opiacés, grâce au 
développement de ligands radioactifs à très haute affinité (de l’ordre de la nanomole) et 
porteurs d’une activité spécifique élevée (Pert et Snyder, 1973 ; Terenius, 1973 ; Simon 
et al. 1973). La première indication de l’existence des multiples types de récepteurs 
opioïdes fut postulée lors de l’examen des actions d’un dérivé N-allyle de la morphine, 
la nalorphine (revu dans Pasternak, 1993). En effet, cet opiacé se comportait, en 
présence de morphine, comme un antagoniste, mais possédait les propriétés 
analgésiques d’un agoniste lorsqu’il était administré seul. Ces travaux permettaient à 
Martin (1967) de proposer le concept de « dualisme du récepteur ». L’auteur postula 
l’existence de deux types de récepteurs, l’un pour la morphine (appelé M), et l’autre 
pour la nalorphine (appelé N). Avec la découverte de nouveaux opiacés de synthèse, le 
modèle à deux récepteurs se révéla insuffisant pour expliquer la diversité et la 
sélectivité des actions de nombreuses molécules. Martin et al. (1976) distinguèrent entre 
le récepteur du type µ (pour morphine), le récepteur du type κ (pour ketocyclazocine) et 
le récepteur du type σ (pour SKF10,047 ou N-allylnormetazocine). Plus tard Lord et al. 
(1977) ont décrit le récepteur du type δ (pour vas deferens). Des recherches postérieures 
montrèrent que le récepteur du type σ n’était pas un récepteur aux opiacés, et la 
classification des récepteurs opioïdes s’est maintenue aux trois sous-types, µ, δ, et κ 
(Dhawan et al., 1996). L’utilisation d’antagonistes irréversibles et d’agonistes 
spécifiques a suggéré l’existence de différentes sous-types des récepteurs aux opiacés. 
Ces sous-types pourraient correspondre formellement à différents états d’un même 
récepteur, dépendant de son couplage avec les protéines G de transduction. D’après 
Pasternak (1993), il y aurait deux sous-types de récepteurs µ, appelés µ1 et µ2. Le profil 
pharmacologique du récepteur µ cloné semble correspondre à celui du récepteur µ1. Le 
sous-type µ1 a une haute affinité par la morphine et semble médier ses effets 
analgésiques. Par contre le sous-type µ2 a une plus faible affinité pour la morphine et 
semble être le responsable de la dépression respiratoire induite par la morphine. 
Certaines données suggèrent que l’héroïne, le fentanyl et l’un des métabolites de la 
morphine, le 6 β-glucuronide (M6G) agissent via un sous-type de récepteur µ distinct de 
ceux par l’intermédiaire desquels la morphine exerce ses effets. Une seule protéine 
présentant le profil pharmacologique d’un récepteur δ a été clonée. Toutefois de 
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nombreuses données suggèrent l’existence de récepteurs δ1 et δ2. Un certain nombre 
d’agonistes et d’antagonistes des récepteurs δ sont d’ailleurs aujourd’hui considérés 
comme des ligands spécifiques, ou sélectifs, de l’un ou de l’autre sous-type. L’existence 
de sous-types des récepteurs κ est moins bien établie, mais ils sont actuellement séparés 
en trois sous-types : κ1, κ2 et κ3 en fonction de leurs affinités respectives pour différents 
opiacés (Dhawan et al., 1996). Des données récentes semblent indiquer que les 
récepteurs aux opiacés, de la même manière que d’autres récepteurs de la famille de 
récepteurs couplés aux protéines G, peuvent former des hétérodimères, lesquels auront 
des propriétés pharmacologiques différentes des homodimères, et de ce fait pourraient 
contribuer à leur pharmacologie complexe, même s’il n’existe pas qu’un seul gène pour 
chaque récepteur (Williams et al., 2001). La classification des récepteurs aux opiacés 
sur une base pharmacologique est encore en évolution, et certaines observations 
suggèrent l’existence d’autres types de récepteurs des opioïdes. Ainsi le récepteur ε, le 
récepteur ξ et un site de haute affinité λ, pourraient en faire partie (Van Ree et al., 
1999). On peut trouver aussi le récepteur N/OFQ (pour récepteur orphelin) qui a un haut 
degré d’homologie structurelle avec les récepteurs aux opiacés mais qui a une réponse 
pharmacologique différente aux agonistes classiques des récepteurs aux opiacés. Ce 
récepteur peut être considéré comme un récepteur homologue plutôt que un récepteur 
aux opiacés (Alexander et Peters, 2000). Le comité sur les récepteurs aux opiacés de 
l’IUPHAR (International Union of Pharmacology) a proposé une autre terminologie 
pour différencier les récepteurs aux opiacés : récepteurs MOP, DOP et KOP (par Mu 
Opioid Peptide, Delta Opioid Peptide et Kappa Opioid Peptide). D’autres 
nomenclatures sont OP3 et MOR pour les récepteurs µ, OP1 et DOR pour les récepteurs 
δ, et OP2 et KOR pour les récepteurs κ. (Tableau I) (Dhawan et al., 1996 ; Alexander et 
Peters, 2000). 
Tous ces récepteurs ont été clonés par des techniques de biologie moléculaire (Reisine 
et Bell, 1993) et possèdent des séquences d’environ 370 acides aminés. Ils font partie de 
la famille des récepteurs aux sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G, 
avec une extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale 
intracytoplasmique. La comparaison de séquence des structures primaires des récepteurs 
µ, δ, et κ montre une homologie de 65-70% entre eux, avec une très haute homologie 
dans les domaines transmembranaires, les boucles intracellulaires et dans une petite 
portion de l’extrémité C-terminale proche du septième domaine transmembranaire. Par 
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contre, la deuxième et la troisième boucle extracellulaire sont très hautement 
divergentes (Jordan et Devi, 1998). Ces récepteurs possèdent également des sites de 
phosphorylation, permettant de moduler leur activité, par exemple leur degré de 




Tableau I-. Nomenclature des récepteurs aux opiacés  
(Van Ree et al., 1999 ; Alexander et Peters, 2000) 







Ligands opiacés endogènes 
préférentiels 
DOP δ OP1, DOR Enképhalines, β-endorphines 
KOP κ OP2, KOR Dynorphines 




3.3. OPIACES ENDOGENES 
 
La découverte de récepteurs spécifiques pour la morphine et ses dérivés dans le système 
nerveux posa la question suivante : comment se faisait-il que le système nerveux de 
l’homme possédât des récepteurs spécifiques pour un alcaloïde extrait d’un pavot 
originaire d’Asie Mineure et d’Extrême Orient ? La réponse était simple : le système 
nerveux produit des opiacés endogènes. La première indication de l’existence 
d’opioïdes endogènes venait des travaux qui montraient que des extraits de cerveau 
contenaient une activité semblable à celle produite par les opiacés (revu dans Van Ree 
et al., 2000). D’autres investigations conduisaient à l’isolement et la caractérisation des 
enképhalines, les premiers opiacés endogènes découverts (Hughes et al., 1975), qui 
apparaissaient formés par deux pentapeptides, la leucine–enképhaline et la méthionine-
enképhaline, dont les actions, semblables à celles de la morphine, sont neutralisées par 
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la naloxone, un antagoniste spécifique des récepteurs aux opiacés. Au cours de la 
dernière décennie, on a identifié et caractérisé dans le système nerveux de nombreux 
autres opiacés endogènes. Très récemment a été montré que ces peptides peuvent être 
regroupés en trois familles, chacune dérivée d’un précurseur à poids moléculaire élevé 
(Van Ree et al. 1999). Les différents ligands opioïdes endogènes montrent des 
préférences pour les différents récepteurs aux opiacés : endomorphines pour les 
récepteurs µ, enképhalines et β-endorphines pour les récepteurs δ et dynorphines pour 
les récepteurs κ (Tableau I). Ces peptides, et les précurseurs dont ils sont dérivés sont 
contenus dans des groupes de neurones définis ; certains sont également présents à 
l’extérieur du SNC, notamment au niveau du tractus gastro-intestinal (Jaffe et Martin, 
1990). Il est intéressant de relever que certains peptides sont présents dans des régions 
du SNC dont on connaît le rôle dans l’expression des actions de la morphine. 
 
 
3.4. ADDICTION AUX OPIACES 
 
L’addiction aux drogues d’abus comme les opiacés, est un phénomène complexe avec 
d’importantes causes et conséquences tant au niveau psychologique que social. 
Néanmoins, à la base de ce processus, il y a une implication biologique : l’effet de 
l’exposition répétée à un agent biologique (drogue) sur un substrat biologique (cerveau) 
(Nestler et Aghajanian, 1997). Le terme d’addiction, peut être défini comme la perte de 
contrôle sur l’utilisation d’une drogue ou la recherche et la prise de drogues d’une 
manière compulsive, malgré les conséquences négatives qui sont générées. L’addiction 
se produit par les actions d’une drogue d’abus sur un cerveau vulnérable et a besoin 
normalement d’une prise répétée de la drogue. Ces processus sont influencés par les 
caractéristiques génétiques de l’individu, son état psychologique ainsi que par le 
contexte social qui entoure la prise de la drogue. En dépit de quelques aspects de 
l’addiction qui se traduisent par une réponse rapide à une administration aiguë de 
drogues, la plupart des changements des fonctions cérébrales, qui sont associés à 
l’addiction, ont une réponse graduelle après une longue exposition aux drogues. Ces 
changements peuvent persister un certain temps après l’interruption de l’administration 
chronique de la drogue, c’est à dire, l’addiction produit des changements très stables 
dans le cerveau et de ce fait peut être vu comme un inducteur de la plasticité neuronale 
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et servir comme un modèle pour étudier les mécanismes neurobiologiques qui sont 
impliqués (Nestler, 2001). 
Bien que les drogues d’abus soient des molécules chimiquement différentes et avec des 
activités initiales différentes, l’addiction qui en résulte montre des traits très semblables. 
Cela peut-être expliqué parce que chaque type de drogue, malgré les différents actions 
qu’elle entraîne sur le cerveau, converge dans la production d’effets similaires, par 
exemple l’activation du système mésolimbique de la dopamine, qui implique une 
augmentation de l’activité des neurones dopaminergiques dans l’aire tegmentale 
ventrale ou VTA (par aire tegmental ventral) du cerveau moyen et par voie de 
conséquence une augmentation de la libération de la dopamine vers le noyau accumbens 
et d’autres régions du cerveau antérieur limbique, comme le cortex frontal (Figure I).  
 
 
Figure I-. Circuits neuronaux fondamentaux de l'addiction. Les lignes en pointillés 
montrent les afférentes limbiques au noyau accumbens (NAc). Les lignes en bleu 
représentent les efférentes du NAc que l’on pense impliqués dans les phénomènes de 
récompense dans les processus d'addiction. Les lignes de couleur rouge indiquent les 
projections du système mésolimbique dopaminérgique qui pourraient être des substrats 
importants pour le phénomène de récompense aux drogues. Parmis les neurones 
dopaminérgiques dont l’origine est dans la VTA et qui sont dirigés vers le NAc et vers 
d’autres structures limbiques, ont trouve ceux du bulbe olfactif (OT), du domaines ventrales 
du caudate-putamen (C-P), de l’amygdale (AMG) et du cortex préfrontal (PFC). En vert 
sont montrés les neurones qui contiennent les peptides opioïdes, lesquels sont impliqués 
dans les processus de récompense aux opiacés, à l’éthanol et à la nicotine. Dans ces 
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systèmes des peptides opioïdes sont compris les circuits locaux des enképhalines (segments 
courts) ainsi que le circuit de β-endorphine du cerveau moyen hypothalamique (segment 
long). Les régions colorées en jaune indiquent la distribution approximative des complexes 
des récepteurs GABAA qui pourraient être impliqués dans les processus de récompense à 
l’éthanol. Les petites structures de couleur jaune représentent les récepteurs nicotiniques 
dans des neurones que contiennent des peptides opioïdes et de la dopamine. (ARC, noyau 
arque; Cer, cervelet; DMT, thalamus dorsomédian; IC, collicule inférieur; LC, locus 
cœruleus; LH, hypothalamus latéral; PAG, substance gris periaqueduquale; SC, collicule 




Le système mésolimbique de la dopamine et ses cibles dans le cerveau antérieur font 
partie du système motivationnel qui régule la réponse à renforçateurs naturels, comme 
la nourriture, les boissons, le sexe et les interactions sociales. Les drogues d’abus 
altèrent cette voie d’une manière plus importante que les renforçateurs naturels. En 
conséquence un mécanisme possible de l’addiction pourrait être que dans ces neurones, 
la stimulation forte et répétée par des drogues d’abus induise des changements qui 
amèneront à des altérations dans les mécanismes de renforcement et dans l’état 
motivationnel de l’individu (Nestler, 2001). Plusieurs types d’altérations ou mécanismes 
adaptatifs déclenchés par la prise de drogues et qui caractérisent l’état d’addiction ont 
été décrits : (a) la tolérance est la nécessité d’augmenter les doses de la drogue pour 
obtenir un effet semblable à la dose précédente ; (b) la sensibilisation est la situation 
opposée à la tolérance, où des doses constantes produisent une augmentation des effets ; 
(c) la dépendance est un état psychologique perturbé induit par une exposition 
chronique à des drogues et qui nécessite la prise répétée de ces drogues afin de ne pas 
subir les effets pervers physiques et psychiques de son absence, qui caractérisent le 
syndrome d’abstinence (Nestler et al., 1993). En conséquence, ces troubles de 
comportement qui caractérisent l’addiction, sont intimement liés aux troubles 
fonctionnels des neurones du SNC, donnant lieu à l’altération des circuits neuronaux 
dont ils font partie. Cependant les mécanismes moléculaires fondamentaux de la 
dépendance et de la tolérance restent partiellement inconnus (Nestler et Aghajanian, 
1997). Par contre, le rôle crucial du récepteur µ dans le développement et l’expression 
de l’addiction à la morphine est maintenant clair. L’utilisation des souris transgéniques 
qui n’expriment pas le gène du récepteur µ a été déterminante (Matthes et al., 1996). Ces 
souris avaient une perte du phénomène d’analgésie induit par la morphine. De plus ces 
souris avec un traitement chronique de morphine n’avaient pas de syndrome de sevrage 
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en présence de naloxone (antagoniste du récepteur µ capable d’induire le sevrage chez 
les rats traités chroniquement avec de la morphine (Ventayol et al., 1997)). Dans ce 
contexte, l’implication de la désensibilisation du récepteur µ-opioïde et/ou la down-
régulation du récepteur a été longtemps postulée dans la tolérance et la dépendance à la 
morphine. Gabilondo et al. (1994) ont réalisé une étude de fixation de radioligands aux 
récepteurs µ dans le cerveau d’animaux dépendants aux opiacés et une mesure de la 
densité des récepteurs µ dans les cerveaux d’héroïnomanes décédés par overdoses. Ils 
ont montré qu’il n’y avait pas de modulation du récepteur µ dans aucun de ces deux 
modèles expérimentaux. De la même manière, les niveaux d’ARNm des récepteurs µ et 
δ restent invariables dans les cerveaux des rats traités chroniquement avec de la 
morphine (Brodsky et al., 1995 ; Buzas et al., 1996). Les niveaux d’immunoréactivités 
du récepteur µ dans les cerveaux d’héroïnomanes décédés par overdoses n’avaient pas 
de changements significatifs (García-Sevilla et al., 1997a). Finalement Meana et al. 
(2000) ont montré avec une étude de fixation de [35S]GTPγS que dans le cerveau 
d’addicts aux opiacés décédés par overdoses le récepteur µ semble avoir un 
comportement normal avec le couplage des protéines Gi/G0. Toutes ces données 
suggèrent que le récepteur µ n’est pas down-régulé pendant le processus d’addiction aux 
opiacés et que le système des messagers intracellulaires, c’est à dire le système de 
postrécepteurs, devient le mécanisme principal pour comprendre les processus 
d’adaptation neuronale induits par l’action des drogues opiacées. Il a été démontré que 
l’exposition chronique aux opiacés provoque l’adaptation de quelques systèmes 
intracellulaires qui sont induits par l’exposition à des drogues. D’ailleurs un tel 
processus d’adaptation a été impliqué dans les phénomènes de la tolérance et de la 
dépendance, et a pu être démontré au niveau de neurones individuels. 
 
 




Le mécanisme de la dépendance le mieux connu dans les cellules individuelles, 
correspond à l’up-régulation de la voie de l’AMP cyclique (adénosine monophosphate 
3’-5’-cyclique ou AMPc). Ce phénomène a été tout d’abord découvert dans des cellules 
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de neuroblastome x gliome (Sharma et al., 1975), et plus tard dans des neurones du 
locus cœruleus (Nestler et al., 1993) ainsi que dans les plaquettes d’héroïnomanes et le 
cerveau d’héroïnomanes décédés par overdose (García-Sevilla, et al., 1987 ; Thilo et 
Burnet, 1992 ; Escribá et al., 1994). L’exposition aiguë aux opiacés inhibe les neurones 
du locus cœruleus directement à travers une augmentation de la conductance de canaux 
de K+, via la protéine liée au GTP ou protéine G sensible à la toxine de Pertussi (Giα 
et/ou Goα) et indirectement par la diminution du courant intérieur dépendent de Na+ 
aussi via Giα ou Goα . Ces phénomènes entraînent l’inhibition de l’adénylyl cyclase (AC) 
et la diminution de la production basale de l’AMPc. La réduction des taux d’AMPc 
diminue l’activité de la protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA) et la 
phosphorylation des canaux ioniques et des phospho-protéines associés. Entre autre, 
l’inhibition de la voie de l’AMPc diminue la synthèse de catécholamines par une 
réduction de la phosphorylation de la tyrosine hydroxylase, ainsi que par des altérations 
de l’expression des gènes via l’altération de facteurs de transcription. Par contre, 
l’exposition chronique aux opiacés conduit à une up-régulation de la voie de l’AMPc 
des différentes régions du système nerveux central et périphérique. Cette up-régulation 
implique l’augmentation des taux de quelques sous-types de l’AC et de la quantité des 
protéines G associées (Giα et/ou Goα), une augmentation du niveau basal de l’AMPc 
ainsi qu’une augmentation de l’activité de la PKA et de quelques-uns de ses substrats 
comme la cyclic-AMP response-element-binding protein (CREB) (Figure II). CREB est 
un facteur de transcription qui régule la transcription de gènes qui contiennent, à 
l’intérieur de régions régulatrices, un site de reconnaissance appelé CRE (pour cAMP 
response element ; séquence consensus TGACGTCA). Cette séquence a été décrite dans 
la plupart des gènes qui s’expriment dans le système nerveux. CREB est capable de 
s’unir à CRE sous forme d’un dimère et active la transcription seulement quand les deux 
sous-unités sont phosphorylées sur la sérine 133 par différentes protéines kinases parmi 
lesquelles on trouve la PKA. Le rôle de CREB dans les processus d’addiction a été 
démontré avec des souris qui avaient de mutations dans le gène codant pour CREB. Ces 
animaux montraient une diminution du développement de la dépendance après un 
traitement chronique à la morphine, et une atténuation du syndrome de sevrage après 
l’administration d’antagonistes du récepteurs aux opiacés (Maldonado et al., 1996). 
Les différences entre les effets produits par le traitement aigu et par le traitement 
chronique, représentent une forme de tolérance physiologique ; quand la prise de drogue 
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est arrêtée, le système up-regulé devient complètement fonctionnel et contribue ainsi 
aux caractéristiques essentielles de la dépendance et du syndrome d’abstinence (Nestler 
et Aghajanian, 1997 ; Nestler, 2001). 
 
3.5.2. Tolérance. 
Les mécanismes sous-jacents de la tolérance restent inconnus, mais probablement 
chevauchent avec les mécanismes fondamentaux de la dépendance. L’up-régulation du 
système de l’AMPc peut probablement contribuer à la tolérance en limitant l’intense 
inhibition du flux intérieur de Na+ induite par les opiacés, via l’inhibition du système de 
l’AMPc. Il est aussi possible que l’up-régulation de la voie de l’AMPc puisse induire 
une augmentation de la quantité des récepteurs aux opiacés qui ont été désensibilisés, 
par phosphorylation. Pour promouvoir la désensibilisation des récepteurs dans l’état 
tolérant, le système up-regulé de l’AMPc pourrait mener à une réduction de la capacité 
des opiacés à activer intensément les protéines G, les canaux de K+ et le courant de Na+ 
(Nestler et al., 1993). Au niveau cellulaire, la tolérance peut-être vue comme une forme 
persistante de désensibilisation du récepteur, associée avec l’administration répétée de 
drogues. 
Deux formes de régulation rapide ont été caractérisées : la régulation homologue et la 
régulation hétérologue ou non-spécifique de l’agoniste. La régulation homologue 
indique que lorsqu’un récepteur est activé par l’agoniste, ce mécanisme désensibilise 
seulement la réponse ultérieure de ce récepteur et son interaction spécifique avec les 
voies de transduction de signalisation, sans aucun effet sur d’autres types de récepteurs 
présents dans la même cellule. Par contre, la régulation hétérologue indique que la 
stimulation d’un agoniste diminue la réponse d’agonistes multiples et différents qui 
agissent avec différents types de récepteurs (Chuang et al., 1996). 
Comme cela a été déjà décrit, le récepteur µ appartient à la famille des récepteurs aux 
sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G, et partage avec eux des 
mécanismes de régulation similaires. Lefkowitz (1993) a montré un de mécanismes 
possibles de la régulation homologue avec le récepteur β-adrénergique. Ses résultats 
peuvent être extrapolés aux autres récepteurs de la même famille, parmi lesquels se 
trouvent les récepteurs aux opiacés. Deux types de protéines semblent jouer un rôle très 
























Figure II.- Complexité des voies de transduction de signalisation dans les processus 
d'addiction aux opiacés. L'activation du récepteur µ par la morphine induit un changement 
de conformation du récepteur qui conduit à une activation des protéines G et de ce fait à 
leur dissociation du récepteur. Les différentes sous-unités des protéines G peuvent activer 
plusieurs voies de transduction du signal. En couleur rouge est montrée la voie de l'AMPc. 
La sous-unité Gαi/o active l'adénylate cyclase (AC) qui est responsable de la production 
d'AMPc, qui activera à son tour à la protéine kinase dépendant de l'AMPc (PKA). Cette 
kinase peut phosphoryler différents substrats, comme le facteur de transcription nucléaire 
CREB ou le triplet de neurofilaments (NFs). Les sous-unités Gβγ sont impliquées dans la 
désensibilisation du récepteur via les kinases GRKs (vert) ou peuvent activer directement la 
voie des MAPKs (jaune). Les sous-unités Gβγ provoquent la translocation à la membrane de 
la kinase GRK2, qui peut phosphoryler le récepteur et le rendre inactif. Le récepteur 
phosphorylé peut s'unir avec une très haute affinité à la β-arrestine2. Le complexe ainsi 
formé peut être internalisé pour être resensibilisé ou dégradé. La β-arrestine2 peut jouer 
aussi un rôle de protéine d'ancrage, et peut aussi se lier aux différents composants de la voie 
des MAPKs, et induire leur activation. Cette voie peut aussi être activée par les sous-unités 
Gβγ lesquelles peuvent activer la protéine Ras qui déclenchera l'activation des MAPKs. Ces 
kinases pourraient phosphoryler, entre autres substrats, les NFs. Finalement, le complexe 
p35/cdk5 (en bleu) peut aussi phosphoryler les NFs. 
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3.5.3 GRKs et arrestines. 
Sept gènes différents de GRKs ont été décrits, nommés GRK1 jusqu’à GRK7 (Tableau 
II), et classés en trois sous-familles différentes sur la base de la structure du gène, la 
similarité de séquence, leur fonction et leur régulation. Cette classification est la 
suivante : les kinases du type GRK1 (GRKs 1 et 7, aussi nommées opsin ou rhodpsine 
kinase), les kinases du type GRK2 (GRKs 2 et 3, autrefois nommées β-adrenergique 
receptor kinase, βARK1/2) et les kinases du type GRK4 (GRKs 4, 5 et 6) (Pitcher et al., 




Tableau II-. Propriétés moléculaires des GRKs 












GRK 1 63 RK* Farnesylation Rétine Autophosphorylation 
GRK 2 79 βARK1 Gβγ, PL acides Ubiquitaire Domaine PH, PKC, 
calmoduline 
GRK 3 80 βARK2 Gβγ, PL acides Ubiquitaire Domaine PH 
GRK 4 66 IT-11 Palmitoylation Testicules Quatre variants d’épissage 
GRK 5 68  Fixation aux PL Ubiquitaire Autophosphorylation, PKC, 
calmoduline 
GRK 6 66  Palmitoylation Ubiquitaire Calmoduline 
GRK 7 62  N.D. Rétine (cône)  
*RK, rhopsine kinase ; PL, phospholipides ; PH, domaine d’homologie à la pleckstrin ; N.D., non-




Les kinases GRK2/3 ont un domaine d’homologie à pleckstrine (important pour l’union 
à la PKC) et sont régulées par les sous-unités Gβγ de protéines G, mais par contre les 
kinases GRK4/5/6 sont insensibles à la régulation par les sous-unités Gβγ. Les sous-
unités Gβγ et les phospholipides ont un rôle important dans la médiation de la 
translocation des kinases GRK2/3 du cytosol à la membrane ; néanmoins la fixation de 
 26
phospholipides aux kinases GRK4/5/6 induit la liaison aux récepteurs activés sans le 
concours de sous-unités Gβγ (Pitcher et al., 1998). Les cinq kinases GRKs extra-rétinales 
(GRKs 2-6) sont largement exprimées (aussi bien au niveau de l’ARNm que de la 
protéine) dans le cerveau et dans d’autres tissus. L’identification de différents récepteurs 
qui peuvent être des substrats pour les kinases GRK (c’est à dire si une seule GRK peut 
phosphoryler un seul type particulier de récepteur) est importante pour comprendre la 
régulation du récepteur et le rôle physiopathologique possible de ces kinases. 
Les arrestines sont des protéines solubles qui fonctionnent conjointement avec les 
kinases GRK pour arrêter le signal intracellulaire. En présence continue d’un stimulus, 
les arrestines assurent que chaque récepteur activé couplé aux protéines G, sera mis 
“hors de service” pour éviter le renouvellement du signal de transduction. Ces protéines 
sont divisées en deux sous-types en fonction de leur localisation tissulaire : visuelle ou 




Tableau III-. Propriétés moléculaires des arrestines  
(Krupnick et Benovic, 1998 ; Ferguson, 2001) 





Arrestine visuelle 404 rho<<β2AR~m2mAChR Bâtonnets Trois variants d’épissage
Arrestine des cônes 
(ou X-arrestine) 
410 Inconnue Cônes Inconnue 
β-arrestine1 388 β2AR~m2mAChr>rho ubiquitaire Deux variants d’épissage,
liaison à la clathrine 
β-arrestine2 
(ou arrestine3) 
418 β2AR~m2mAChr>rho ubiquitaire Deux variants d’épissage,
liaison à la clathrine 




Au premier groupe appartient l’arrestine et la X-arrestine ou arrestine des cônes qui se 
localisent respectivement dans les bâtonnets et les cônes de la rétine et sont impliquées 
dans la régulation de photorécepteurs comme la rhodopsine. Les arrestines non-visuelles 
ont été décrites initialement dans le système de régulation du récepteur β-adrénergique 
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et correspondent à la β-arrestine1 et la β-arrestine2 ou arrestine3. Les arrestines non-
visuelles ont 45% d’homologie avec la séquence globale des arrestines visuelles et elles 
ont aussi 75% de similitude dans la région des résidus d’acides aminés 16 et 349. A la 
différence des arrestines visuelles, les arrestines non-visuelles sont distribuées dans la 
plupart de tissus mais avec une importante présence dans les tissus neuronaux. Cette 
expression ubiquitaire peut suggérer que les arrestines non-visuelles aient moins de 
spécificité dans la sélectivité des récepteurs (Krupnick et Benovic, 1998). 
 
3.5.3.1 Protéines régulatrices et opiacés. 
Des études récentes ont montré une augmentation de la quantité de la kinase GRK2 et 
de β-arrestine2 dans le locus cœrelus de rats traités chroniquement à la morphine 
(Terwilliger et al, 1994). Les taux de la kinase GRK2 sont augmenté dans le cortex 
frontal des rats traités chroniquement à la morphine et/ou à la méthadone et dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacés décédés par overdose (Ozaita et al., 1998). Dans 
cette même ligne de résultats Hurlé (2001) a aussi montré une augmentation des 
quantités des kinases GRK2 et GRK6 ainsi que de β-arrestine2 dans le cortex des rats 
traités chroniquement avec de sufentanil (agoniste sélectif du récepteur µ). Des études 
très récentes avec des souris transgéniques qui n’expriment pas le gène de β-arrestine2 
ont montré que ces animaux présentaient une augmentation de l’analgésie induite par la 
morphine ainsi qu’une perte de l’effet de la tolérance, tout en continuant à être 
dépendants à la morphine (Bohn et al., 1999, 2000). Ces souris avaient une détérioration 
de la désensibilisation des récepteurs, fait qui prouve dans un modèle animal une 
implication directe de la protéine β-arrestine dans la désensibilisation de récepteurs µ et 
dans le développement de la tolérance qui apparaît dans les processus d’addiction 
chronique à la morphine. Cependant, dans des lignées cellulaires transfectées avec le 
récepteur µ (Keith et al., 1996 ; Whistler et Von Zastrow, 1998 ; Zhang et al., 1998) la 
morphine n’induit pas la phosphorylation du récepteur µ par les kinases GRK ainsi que 
la formation du complexe récepteur-arrestine et de ce fait, est incapable d’induire 
l’internalisation du récepteur µ. Cette différence pourrait être due à l’utilisation dans ces 
études in vitro de récepteurs µ de rat ou de souris (MOR1), qui ne sont pas très riches en 
sites potentiels de phosphorylation. Plusieurs variants d’épissage du récepteur µ sont 
présents dans le cerveau de souris avec plusieurs sites potentiels de phosphorylation. 
L’implication de ces récepteurs pourrait éclaircir les différences entre les deux modèles 
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(Bohn et al. 1999). Les résultats obtenus dans les souris knockout pour la protéine β-
arrestine, semblent aussi indiquer que les phénomènes de la tolérance et de la 
dépendance aux opiacés peuvent être dissociés, et que les mécanismes biochimiques 
fondamentaux qui les dirigent sont différents (Bohn et al., 2000). 
L’ensemble de ces résultats in vivo et in vitro suggèrent que les kinases GRK2 et GRK6 
ainsi que la β-arrestine2 peuvent contribuer à la désensibilisation du récepteur µ et ainsi 
jouer un rôle important dans les processus de tolérance et de dépendance aux opiacés. 
 
3.5.4. Régulation homologue des récepteurs aux opiacés. 
Les étapes essentielles de la régulation homologue des récepteurs aux opiacés peuvent 
être résumées selon le mécanisme décrit par Lefkowitz (1993) pour le récepteur  
β-adrénergique (Figure II) : l’agoniste se lie aux récepteurs et induit un changement de 
la conformation du récepteur qui fini par une activation des protéines G et de ce fait par 
sa dissociation du récepteur. Ensuite, les sous-unités Gβγ aident la kinase GRK à se 
transloquer du cytosol à la membrane, où elle est colocalisée avec le récepteur activé, 
dont elle phosphoryle des résidus sérine et thréonine dans la région C-terminale du 
récepteur. Finalement le récepteur phosphorylé, se lie avec une très haute affinité à la 
protéine arrestine, liaison qui empêche l’association avec d’autres protéines G inactives. 
Le complexe désensibilisé récepteur-arrestine fini par une internalisation et 
séquestration à travers des vésicules de clathrine. Ces récepteurs inactifs, suite à 
l’endocytose peuvent être déphosphorylés et recyclés vers la membrane, donc 
resensibilisés ou dirigés vers les mécanismes cellulaires de dégradation, lesquels 
finiront, en partie, en la down-régulation des récepteurs. Cette down-régulation 
implique une diminution dans le nombre de récepteurs avec ou sans atténuation de la 
réponse (Law et Loh, 1999 ; Williams et al., 2001 ). Bien que d’autres composants 
cellulaires, comme la dynamine, puissent être impliqués dans les processus 
d’internalisation du récepteur, l’étape critique pour la désensibilisation et 
l’internalisation du récepteur est l’union du récepteur phosphorylé à l’arrestine (Law et 
Loh, 1999). La plupart des détails décrits dans ce mécanisme ont été confirmés pour le 





3.5.5. Régulation hétérologue des récepteurs aux opiacés. 
La régulation hétérologue implique principalement les protéines kinases dépendant de 
seconds messagers. Ces kinases ne phosphorylent pas seulement les récepteurs activés 
par agonistes, elles phosphorylent aussi au hasard d’autres récepteurs non-activés. Les 
kinases représentatives de ce processus sont la PKA et la PKC. Bien que la 
désensibilisation induite par la PKA ait été démontrée pour quelques récepteurs couplés 
aux protéines G, son rôle dans la désensibilisation du récepteur µ n’a été pas démontré 
(Williams et al., 2001). Par contre les récepteurs aux opiacés sont également couplés, 
par certaines protéines G, aux phospholipases C/D et conduisent à l’activation des PKC 
dans diverses cellules et tissus neuronaux (Chen et Huang, 1991 ; Mangoura et Dawson, 
1993 ; Chen et Yu, 1994 ; Smart et al., 1995). La phosphorylation du récepteur µ par la 
PKC induit une perte de la sensibilité aux opiacés (Ueda et al., 1995), mais le processus 
est indépendant de l’occupation des récepteurs, donc il est hétérologue. 
Busquets et al. (1994, 1995) ont montré une diminution de l’immunoréactivité des 
isoformes α et β de la PKC dans les cerveaux d’héroïnomanes décédés par overdose et 
dans les cerveaux de rats traités à la morphine. Ces données semblent confirmer 
l’implication de la voie de la PKC dans les processus d’addiction aux opiacés. La 
diminution de l’immunoréactivité des isoformes α et β de la PKC ainsi que 
l’augmentation de la quantité de la protéine Gαi1/2 (Escribá et al., 1994) suggèrent une 
interconnexion entre la voie de la PKC et la voie de l’AMPc dans les mécanismes 
d’addiction. 
 
3.5.6. MAPKS (mitogen activated protein kinases). 
La régulation d’événements cellulaires à travers des protéines activées chroniquement 
par les récepteurs aux opiacés, est une question critique pour comprendre les 
phénomènes de la tolérance et de la dépendance aux opiacés. Les voies de signalisation 
qui conduisent à l’expression altérée des gènes sont des systèmes effecteurs. Au 
contraire des systèmes effecteurs délimités à la membrane cellulaire tel que les canaux 
K+ ou Ca2+, la voie des MAP kinase (par mitogen activated protein kinases) qui sert 
d’intermédiaire à la signalisation nucléaire et d’activateur à d’autres voies à travers de la 
cellule, implique de nombreuses interactions protéine-protéine, des translocations et la 
phosphorylation de protéines (Williams et al., 2001). Les MAPK sont des kinases qui 
phosphorylent des résidus sérine et thréonine. Ces kinases sont restés très conservées 
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dans l’évolution. Les MAPK sont activées par les MAPKKs (MAPK kinase), lesquelles 
sont activées à leur tour par les MAPKKK (MAPK kinase kinase). Ces trois kinases 
constituent un module de signalisation universel. La particularité des MAPKs, c’est que 
contrairement aux autres kinases du module-qui ne sont phosphorylées qu’en 
sérine/thréonine- pour être actives, les MAPKs doivent être doublement phosphorylées 
au niveau des résidus sérine/thréonine et tyrosine du motif d’activation TXY. 
Il y a au moins trois familles présentes dans les cellules de mammifères : les 
extracellular signal-regulated kinase (ERKs) ; les cJun N-terminal kinases (JNKs) ou 
les stress-activated protein kinases (SAPKs) ; et les p38-MAPKs. La cascade d’ERK est 
en relation avec la croissance du cycle cellulaire et avec la différenciation cellulaire. Par 
contre les familles de JNKs/SAPKs et p38-MAPKs se trouvent impliquées dans la 
réponse cellulaire au stress environnemental (Derkinderen et al., 1999). 
La cascade d’ERK (de la même manière que les autres familles de MAPKs) consiste en 
une séquence de trois protéines kinases (Figure II): (1) la sous-famille Raf de 
MAPKKKs qui chez les mammifères est formée par trois protéines, cRaf-1, A-Raf et  
B-Raf ; la sous-famille MEK de MAPKK formée par MEK1 et MEK2 ; et la sous-
famille ERK de MAPKs, formée par cinq protéines, ERK1-5. Le signal d’activation 
peut venir en amont de Raf, par exemple à travers de l’interaction avec Ras (ou p21ras) 
qui est une protéine G de petit poids moléculaire (Ras.GDP dans l’état inactif et 
Ras.GTP dans l’actif) ou converger au même niveau, par exemple avec la 
phosphorylation de Raf-1 par la PKC. L’activation de Ras peut être induite par la 
tyrosin kinase c-Src. c-Src va phosphoryler des protéines adaptatrices comme Shc, qui 
recrutera d’autres protéines adaptatrices comme Grb2 (par growth-factor-receptor-
bound protein 2). Grb2 à son tour amènera à la membrane des facteurs d’échange de 
GDP/GTP tels que Sos (par son of sevenless) que induira l’échange GDP/GTP de la 
protéine Ras (van Biesen et al., 1996). Une fois Ras est activée se produit une 
succession de phosphorylation des protéines que finira par l’activation d’ERK. Par la 
suite il y a une divergence dans les voies de signalisation. La kinase ERK peut 
phosphoryler un grand nombre de substrats (Sugden et Clerk, 1997) parmi lesquels se 
trouvent des factors de transcription comme CREB (ERK1/2 doivent être transloqués au 
noyau pour les phosphoryler), des protéines de la même cascade d’ERK (comme Raf et 
MEK) que pourrait être un mécanisme de feedback négatif, et de protéines structurales 
du cytosquelette (les neurofilaments et les microtubule-associated protein ou MAP) qui 
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pourraient être impliquées dans la régulation de la structure et de la morphologie 
cellulaire. 
 
3.5.6.1. ERKs (extracellular signal-regulated kinases) et opiacés. 
Les récepteurs aux opiacés ont été impliqués dans l’activation de la cascade ERK à 
travers la morphine (Ortiz et al., 1995). L’activation de cette cascade par les récepteurs 
aux opiacés, qui sont des récepteurs couplés aux protéines Gi/o, implique principalement 
les sous-unités Gβγ plutôt que les sous-unités Gαi/o (van Biesen et al., 1996). La 
surexpression des sous-unités Gβγ active Ras, Raf-1 et ERK1/2, fait qui semble indiquer 
le rôle important de ces sous-unités dans l’activation de la cascade ERK. Belcheva et al. 
(1998) ont récemment impliqué les sous unités Gβγ des protéines Gi/o ainsi que la 
protéine Ras dans la modulation d’ERK par les opiacés dans des cellules COS-7 
transfectées avec des récepteurs aux opiacés. Ces données avec celles obtenues par 
Escribá et al. (1994) qui ont montré une up-régulation de la densité de la sous-unité Gβ 
dans le cerveau d’addicts aux opiacés décédés par overdose ainsi que dans le cerveau de 
rats traités chroniquement à la morphine, semblent donner un argument moléculaire in 
vivo pour comprendre l’activation de la cascade ERK dans les processus d’addiction aux 
opiacés. 
Un de modèles pour expliquer l’activation de la cascade ERK par les récepteurs aux 
opiacés est basé sur les résultats obtenus avec le récepteur β2-adrénergique (Lutrell et 
al., 1999, 2001). Le mécanisme proposé est que l’union de l’agoniste au récepteur induit 
la libération des sous-unités Gβγ qui activeront la phosphorylation du récepteur par les 
GRK et de ce fait induiront la liaison du récepteur phosphorylé aux protéines  
β-arrestines. Le complexe ainsi formé va se lier à la tyrosine kinase c-Src dans la 
membrane et peut activer la cascade ERK. De plus la β-arrestine peut interagir 
directement avec les composants de la cascade ERK. En conséquence la β-arrestine fait 
la liaison entre le récepteur, le signal d’initiation de la cascade ERK et la cascade elle-
même. Donc la β-arrestine et le récepteur peuvent jouer aussi un rôle de scaffold 
proteins ou protéines d’ancrage (Fergusson, 2001). DeFea et al. (2000) ont montré que 
le complexe de signalisation formé par le récepteur, la protéine β-arrestine et les 
composant de la cascade ERK, Raf-1 et ERK1/2, peuvent assurer une localisation 
correcte (cytosolique ou nucléaire) pour l’activation d’ERK par le récepteur. Ces 
données montrent que les β-arrestines peuvent réguler la formation des complexes de 
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transduction du signal et peuvent aussi réguler les différentes localisations de ces 
complexes dans la cellule (Ferguson, 2001). 
La cascade ERK peut aussi interagir avec la voie de l’AMPc. Dans plusieurs types 
cellulaires l’effet de l’AMPc s’oppose à l’activation d’ERK1/2, donc il a été proposé 
que la diminution du taux d’AMPc intracellulaire (par exemple dans le traitement aigu à 
la morphine) diminuera l’inhibition de Raf par l’intermédiaire de l’AMPc, et permettra 
l’augmentation de l’activité d’ERK1/2 (van Biesen et al., 1996). Inversement, 
l’augmentation des taux d’AMPc (par exemple dans les traitements chroniques à la 
morphine) pourrait résulter en une diminution de l’activité d’ERK1/2. Récemment il a 
été démontré que l’activation d’ERK par le Ca2+ induit l’activation de la PKA qui 
déclenche l’activation de CREB (Impey et al., 1998). Ce résultats suggèrent une 
interconnexion entre la cascade ERK et la voie de l’AMPc avec un rôle important dans 
les processus d’addiction aux opiacés. D’autre part la cascade ERK peut être activée 
aussi à travers de la phosphorylation de Raf-1 par la PKC et montre ainsi un mécanisme 
d’activation de cette cascade indépendant de la protéine Ras, qui pourrait avoir de même 
un rôle important dans l’addiction (van Biesen et al., 1996). 
 
 
3.6. PLASTICITE NEURONALE 
 
L’exposition répétée aux drogues d’abus a été impliquée dans des changements 
structurels de certains types de neurones. Par exemple l’exposition répétée aux opiacés 
induit une diminution de la taille et du calibre des dendrites et du corps cellulaire des 
neurones dopaminérgiques de la VTA (Sklair-Tavron, et al., 1996). Pezawas et al. 
(1998) ont montré avec des techniques de neuro-imagerie, une diminution du volume 
cérébrale dans les addicts aux opiacés. D’ailleurs le traitement chronique aux opiacés à 
été impliqué dans des altérations de protéines du cytosquelette neuronal. Beitner-
Johnson et al. (1992) ont montré une diminution des trois sous-unités des 
neurofilaments (NFs) dans la VTA de rats traités chroniquement à la morphine, ainsi 
qu’une augmentation de l’état de phosphorylation de deux sous-unités, le NF-H et le 
NF-M. La sous-unité NF-L était diminuée dans le cortex frontal de cerveau 
d’héroïnomanes décédés par overdoses (García-Sevilla et al., 1997b). Les NFs ont été 
impliqués comme déterminants intrinsèques du calibre axonal (Hoffman et al., 1984) et 
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une réduction du taux des NFs est associée avec une diminution du calibre axonal et de 
la vitesse de conduction de l’influx nerveux (Sakaguchi et al., 1993). Des preuves 
directes de perturbation du transport axonale dans les traitements chroniques à la 
morphine ont été démontrées (Beitner-Johnson et Nestler, 1993). Ces changements 
structurels et fonctionnels pourraient refléter une détérioration neuronale induite par 
l’exposition chronique aux opiacés chez les rats (Nestler et al., 1996) et chez les 
humains (García-Sevilla et al., 1997b). En effet, le traitement chronique à la morphine a 
été aussi associé avec une augmentation des taux de la glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) dans la VTA (Beitner-Johnson et al., 1993), altérations qui ont été associées 
avec des détériorations neuronales (O’Callaghan, 1994). Dans ce contexte l’exposition 
aux opiacés réduit la création des neurones dans l’hippocampe des rats adultes (Eisch, et 
al., 2000). Cette altération pourrait être en relation avec une détérioration des certaines 
formes d’apprentissage et de mémoire (Nestler, 2001). 
L’ensemble de ces résultats semble indiquer probablement que la prise chronique 
d’opiacés pourrait induire des adaptations et des altérations neuronales permanentes tant 
au niveau structural qu’au niveau fonctionnel, changements qui pourraient être 
impliqués directement dans le développement d’une plasticité neuronale dans le 
cerveau. Une des protéines qui pourraient avoir un rôle important dans ces 
modifications est le triplet de neurofilaments (NFs). 
 
 
3.7. NEUROFILAMENTS (NFs) 
 
Au cours du XIX siècle, plusieurs anatomistes furent les premiers à décrire un réseau de 
fibres à l’intérieur des neurones, dénommés neurofibrilles. Avec le développement des 
techniques de coloration à l’argent les neurofibrilles ont été plus clairement visualisées 
(revu dans Lee et Cleveland, 1996). Schmitt (1968a, b), en microscopie électronique, 
découvrit que les neurofibrilles étaient composées de filaments de 10 nm de diamètre 
qui furent dénommés neurofilaments. 
Les NFs appartiennent à la famille des Filaments Intermédiaires (IFs) de type IV, et 
avec les microtubules et les microfilaments d’actine forment le cytosquelette des 
neurones. Chez les mammifères et les oiseaux, les NFs sont formés par trois 
polypeptides ; leur masse moléculaire apparente sur gel de polyacrylamide en SDS-
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PAGE est estimée respectivement à 200 kDa pour le plus grand, 160 kDa pour le moyen 
et 68 kDa pour le plus petit ; cependant, les séquences d’acides aminées déduites des 
séquences de nucléotides de leurs cDNAs respectifs montrent que leurs masses 
moléculaires réelles sont de 110-115 kDa pour le grand, 95-102 kDa pour le moyen  et 
61-62 kDa pour le petit (revu dans Lee et Cleveland, 1996). Cette différence de 
dimension a entraîné leur dénomination : NF-H, NF-M et NF-L, de l’anglais high, 
medium et low. L’ensemble des trois NFs a été nommé “triplet de neurofilaments”. 
Leur quantité et leur masse moléculaire varient chez les autres vertébrés ainsi que chez 
les invertébrés ; chez les arthropodes les NFs semblent totalement absents (Lasek et al., 
1985). 
 
3.7.1. Structure des NFs. 
Les NFs, de la même manière que le reste des IFs, ont une région centrale d’environ 310 
résidus d’acides aminés qui forment une α-hélice appelée corps. Cette région centrale 
est bordée par deux régions non hélicoïdales de taille et de séquence variable, 
dénommées tête du côte N-terminale et queue du côte C-terminale (Figure III). 
Contrairement aux autres IFs, les NFs sont caractérisés par une structure en bras latéral 
ou “side arms” (Hirokawa et al., 1984) qui s’étend vers l’extérieur du filament (Figure 
IV) susceptible de créer des ponts entre les filaments (Lee et Cleveland, 1996) et 
éventuellement avec les membranes. 
 
Figure III-. Schéma des sous-unités des NFs, avec les sites probables de phosphorylation et 




Des trois NFs, le corps du NF-L est similaire au corps des IFs de type III. Il est formé 
par quatre régions α-hélicoïdales (1A, 1B, 2A et 2B) séparées par trois segments non 
hélicoïdaux (L1, L12 et L2), alors que le corps des NF-H et NF-M n’ont pas de segment 








Figure IV-. Structure du filament de 10 nm. La partie principale du filament est supposée 
être formée par le NF-L. Les sous-unités NF-M, puis NF-H s’assemblent dans un second 
temps et leurs régions C-terminales se projettent vers l’extérieur avec possibilité de créer 
des ponts avec d’autres filaments ou organites cellulaires (modifications de la figure de 
Nixon et Sihag, 1991). 
 
 
Bien qu’il n’y ait pas d’homologie de séquence entre les domaines N-terminale des trois 
NFs, il subsiste une région très riche en résidus sérine et thréonine. C’est dans le 
domaine C-terminale des NFs que l’on a trouvé cette région. Pour le NF-L, cette région 
est très acide avec plusieurs résidus d’acide glutamique. Shaw (1991) appelait cette 
région “segment E”. Le NF-M a un domaine C-terminale plus long dans lequel on 
trouve aussi le segment E décrit par Shaw (1991), et un autre segment riche en acide 
glutamique et en lysine. Le NF-H a un domaine C-terminale qui est très différent des 
autres IFs à cause de la présence de 42 à 51 répétitions d’un segment formé par des 
résidus lysine-sérine-proline (KSP) (Lee et Cleveland, 1996). 
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3.7.2. Croissance et transport axonaux. 
 
3.7.2.1. Croissance axonale et NFs. 
Les neurones sont des cellules hautement asymétriques et cette asymétrie est générée en 
deux phases : l’élongation des neurites et la croissance radiale. Dans la première phase, 
les neurones émettent des processus cellulaires qui se déplacent sur de longues distances 
dans l’embryon jusqu’à ce qu’ils atteignent leurs cibles. Après la formation de synapses, 
la seconde phase débute en même temps que la myélinisation. Durant cette phase de 
croissance radiale, les NFs s’accumulent pour devenir les éléments cytosquelettiques les 
plus abondants. La croissance radiale représente la phase de croissance majeure en 
termes d’augmentation du volume cellulaire neuronal résultant d’une augmentation du 
même ordre de grandeur que le diamètre axonal. L’augmentation du diamètre axonal, 
qui débute en même temps que la myélinisation et qui se poursuit lentement durant la 
vie adulte, est importante pour le fonctionnement normal du système nerveux, puisque 
le calibre est le déterminant principal de la vitesse de conduction de l’influx nerveux le 
long de l’axone (Arbuthnott et al., 1980 ; Sakaguchi et al., 1993). Que les NFs jouent un 
rôle crucial dans la croissance radiale provient de mesures effectuées sur des nerfs 
périphériques, et qui ont démontré une corrélation directe entre le diamètre axonal et le 
nombre de NFs durant toutes les phases de la croissance radiale axonale (revu dans 
Wong et al., 1995). 
Au contraire des microtubules et des microfilaments d’actine, les NFs semblent subir 
peu de renouvellement. Ils sont assemblés dans le soma, transportés dans l’axone et 
dégradés dans les terminaisons nerveuses. Dans les larges axones de Mammifères, le 
nombre de NFs est étroitement corrélé au calibre de la fibre nerveuse. Cette corrélation 
n’existe pas seulement pour les axones, mais également pour des parties différentes 
d’un même axone. De nombreux axones myélinisés voient leur diamètre décroître 
substantiellement au niveau des nœuds de Ranvier. Le nombre de NFs et son état de 
phosphorylation y sont également plus bas. Ces observations suggèrent que les axones 
contrôlent leur diamètre en modifiant l’extension radiale du réseau de NFs qu’ils 
contiennent (Martini, 2001). Le calibre des axones est physiologiquement très 





3.7.2.2. Transport axonal. 
Les neurones doivent transporter protéines et lipides, éventuellement des acides 
nucléiques, du corps cellulaire aux terminaisons nerveuses (transport antérograde) et 
dans le sens inverse (transport rétrograde) sur des distances absolument prodigieuses 
qui vont du centimètre voir au mètre. Les protéines nécessaires à la synthèse et à la 
sécrétion des neurotransmetteurs sont fabriquées dans le soma et véhiculées le long de 
l’axone jusqu’aux terminaisons. Les protéines du cytosquelette doivent aussi être 
apportées à l’axone. Les facteurs de croissance et les autres protéines captées par les 
terminaisons doivent être transportées jusqu’au corps cellulaire. Le volume 
cytoplasmique dans un axone long peut être 10 000 fois supérieur à celui du soma. 
Le transport axonal des protéines peut être sous-divisé en deux en fonction de la vitesse 
du transport : l’un correspond à une vitesse de transport de 200 à 400 mm par jour, c’est 
le transport antérograde rapide ; l’autre est un transport lent, qui circule à quelques 
mm par jour. Ce transport lent a été subdivisé en deux composants, l’un entre 0.2 et  
1 mm par jour (composant lent A, SCa) et l’autre entre 2 et 8 mm par jour (composant 
lent B, SCb). Le système de transport lent et le système rapide transportent des protéines 
différentes. Les constituants du cytosquelette - la tubuline, l’actine et les NFs - forment 
l’essentiel des protéines du transport lent. Les protéines associées aux vésicules  
(y compris les vésicules synaptiques) utilisent le transport rapide. Les organites à 
membrane sont transportés rapidement de façon bidirectionnelle et les composants du 
cytosquelette ne se déplacent que lentement et dans le sens antérograde. 
Le transport axonal de NFs est sujet à un forte controverse. Deux possibilités ont été 
proposées : (1) les NFs pourrait être transportés comme des polymères ou (2) de 
manière non-filamenteuse (Bass et Brown, 1997 ; Hirokawa et al., 1997). Récemment, il 
a été démontré que les NFs suivent un transport rapide mais avec un grand nombre de 
pauses. En moyenne les NFs semblent passer 80% du temps sans déplacement (Prahlad 
et al., 2000 ; Roy et al., 2000 ; Wang et al., 2000). Ce résultats montrent que les NFs 
sont transportés par le transport lent, mais rapidement de manière individuelle. Yabe et 
al. (2001) ont montré que le transport axonal des NFs consiste, au moins, en deux sous-
populations qui peuvent être distinguées sur la base des différentes associations entre les 
filaments (NF-NF) et des différents états de phosphorylation de l’extrémité C-terminale 
des NFs. 
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Les mécanismes du transport de NFs restent inconnus mais est, sans doute, à mettre en 
relation avec les microtubules, les protéines moteurs associées et les protéines du 
transport vésiculaire, comme la kynesin ou la dynein (Yabe et al., 1999 ; Brady, 2000). 
De la même manière le transport antérograde et le transport rétrograde de NFs peuvent 
être régulés par cette interaction avec les microtubules et ses moteurs de transport (Roy 
et al., 2000). 
 
3.7.3. Assemblage des NFs. 
Parmi les différents IFs, l’assemblage des NFs en un filament de 10 nm est unique 
puisque celui-ci se réalise grâce à trois sous-unités différentes (NF-L, NF-M et NF-H). 
Ce filament se présente donc comme un hétéropolymère (Lee et al., 1993). Deux de ces 
sous-unités (NF-M et NF-H) se distinguent par une extrémité C-terminale longue où 
d’importantes modifications post-translationnelles peuvent survenir. Ces deux 
extrémités sont bien visibles en microscopie électronique et se présentent comme des 
bras latéraux capables de relier les filaments les uns aux autres ou d’établir des contacts 
ou des ponts avec d’autres structures cellulaires (Hisanaga et Hirokawa, 1988). Grâce à 
cette spécialisation, les NFs apparaissent souvent, dans les micrographies électroniques, 
comme étant parallèles l’un à l’autre tout au long de l’axone et c’est cette observation 
qui les a fait considérer comme étant les responsables structuraux de la morphologie 
étirée des axones. La séparation quasi constante entre les NFs a ainsi conduit Hoffman 
et ses collaborateurs à proposer que les NFs étaient le déterminant majeur du calibre 
axonal des grands axones myélinisés (Hoffmann et al., 1987). 
 
3.7.3.1. Dimère. 
Des premières études d’assemblage in vitro, nous savons que la sous-unité NF-L peut 
s’auto-assembler en polymères (Geisler et Weber, 1981 ; Heins et al., 1993), que la 
sous-unité NF-M fait de même, mais dans des conditions non physiologiques, alors que 
NF-H est, dans la majorité des conditions, incapable de s’assembler in vitro (Gardner 
et.al., 1984 ; Tokutake et al., 1984). Par contre, à la fois les sous-unités NF-M et NF-H 
sont capables de former, in vitro, des copolymères avec la sous-unité NF-L qui ont 
l’apparence des NFs que l’on trouve dans les axones de n’importe quel nerf (Hisanaga 
et Hirokawa, 1988). 
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Sur la base d’images d’immunoréactivité réalisées en microscopie électronique, 
Mulligan et al. (1991) proposaient que, dans les NFs contenant uniquement le triplet des 
polypeptides, l’unité de base de l’assemblage était un dimère contenant un monomère 
de NF-L. Cette proposition était confirmée par des études de transfection de DNA des 
trois sous-unités de NFs dans des cellules dépourvues d’IFs et appelées SW13 (Ching et 
Liem, 1993 ; Lee et al., 1993). Ce même type d’expérience de transfection a été réalisé 
sur une lignée cellulaire d’insecte également dépourvue de IFs (Sf9) et a donné les 
mêmes résultats à savoir que la formation d’hétéropolymères était à nouveau favorisée 
(Nakagawa et al., 1995).  
La conclusion de ces expériences est que les NFs s’assemblent in vivo probablement par 
la formation d’hétérodimères de type NF-L/NF-M ou NF-L/NF-H, que la sous-unité 
NF-L joue certainement un rôle primordial dans l’assemblage des NFs et que d’autres 
IFs telle que la vimentine pourrait se substituer très facilement à NF-L 
 
3.7.3.3. Oligomère. 
Peu de données sont disponibles concernant les assemblages des NFs d’ordre supérieur 
au dimère. On sait, par exemple, par une étude d’assemblage in vitro des 3 sous-unités 
de NFs isolées à partir de moelle épinière de bœuf que celles-ci sont capables de former 
des hétérotétramères contenant soit NF-L et NF-M soit NF-L et NF-H (Cohlberg et al., 
1995). 
On ne connaît pas encore la stœchiométrie de ces 3 sous-unités dans un filament mature. 
En principe la sous-unité NF-L est la plus importante, suivie, dans l’ordre décroissant, 
par la sous-unité NF-M et finalement par la sous-unité NF-H. Il est important que cette 
stœchiométrie soit respectée, car une perturbation du nombre de ces sous-unités entraîne 
d’importantes modifications du neurone pouvant aller jusqu’à la mort de ce dernier. 
Ceci a été fort bien démontré grâce à la surexpression de ces trois sous-unités dans des 
souris transgéniques (Lee et al., 1993 ; Xu et al., 1993 ; Wong et al., 1995 ; Marszalek et 
al., 1996).  
Si le schéma d’assemblage des IFs demeure valable pour les NFs, leur structure même 





3.7.4. Phosphorylation des NFs. 
Les NFs sont des phosphoprotéines possédant un grand nombre de groupes phosphates. 
L’estimation, en mol de phosphates/mol de protéines, pour les trois sous-unités de NFs 
est : 1 à 3 pour le NF-L, 6 à 10 pour le NF-M et 22 à 52 pour le NF-H. Ces rapports 
résultent de la variation entre les espèces, et des différentes méthodes utilisées pour la 
détermination des phosphates dans les différents laboratoires (revu dans Pant et 
Veeranna, 1995). Cette phosphorylation a lieu dans les régions N-terminale et  
C-terminale des NFs. La phosphorylation des régions de la tête et de la queue des NFs 
ont différents effets sur la structure et l’organisation des NFs dans les axones. 
Des trois sous-unités de NFs exprimées dans le système nerveux, seulement les NF-H et 
les NF-M présentent un haut niveau de phosphorylation dans la région C-terminale, 
principalement sur le résidu sérine des multiples motifs KSP que l’on trouve dans cette 
région (Pant et al., 2000). La phosphorylation de nombreux résidus de sérine/thréonine 
dans les régions C-terminale et N-terminale des NFs s’effectue par différentes non-
proline-directed kinases comme la PKA, la PKC, la CKI et II, la Ca/CaMKII et la 
glycogen synthase kinase 3 (GSK3) ainsi que par des proline-directed kinases comme la 
cyclin dependent kinase 5 (cdk5), les MAPKs et les SAPKs (Pant et al., 2000)  
(Figure V). 
 
Figure V. Structure et sites de phosphorylation du triplet des NFs. La figure montre aussi les 
différentes kinases impliquées dans la phosphorylation des NFs (Pant et Veeranna, 1995). 
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La phosphorylation de la région N-terminale règle la stabilité des filaments ainsi que les 
propriétés d’assemblage des sous-unités (Saito et al., 1995). Différentes études in vitro 
montrent que les IFs comme la vimentine, la desmine ou la GFAP, quand elles sont 
phosphorylées par la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase C (PKC), la caséine 
kinase I (CKI), et la cdc2 kinase, bloquent la polymérisation de leurs sous-unités en 
filaments de 10 nm, et peuvent induire aussi le désassemblage des filaments déjà 
polymérisées (Inagaki et al., 1987, 1990 ; Kitamura et al., 1989). Des études similaires 
ont montré le même effet sur les NF-L (Hisanaga et al., 1990 ; Hisanaga et Hirokawa, 
1989). Comme pour la vimentine, la phosphorylation in vitro de la région N-terminale 
des NF-L par la PKA prévient l’assemblage des filaments et induit le désassemblage des 
filaments déjà polymérisés (Pant et Veeranna, 1995). La cible la plus importante de la 
PKA dans le NF-L est localisée sur la sérine 55, dans la région N-terminale (Sihag et 
Nixon, 1991). Cette sérine semble être un résidu essentiel pour les premières étapes de 
l’assemblage des filaments (Gill et al., 1990). La présence de deux résidus d’arginine 
qui précèdent la sérine 55, supporte l’importance de ce site pour l’assemblage, séquence 
déjà observée pour d’autres IFs (Traub et Vorgias, 1983). Le fait que la vimentine, la 
desmine et les NF-L ont tous ce site de phosphorylation par la PKA et ces deux résidus 
d’arginine à l’intérieur de la même région (Pant et Veeranna, 1995) suggère une 
fonction conservée de cette région. 
La phosphorylation des régions C-terminales module l’interaction des NFs avec d’autres 
NFs ou avec d’autres protéines du cytosquelette (Hisanaga et Hirokawa, 1990 ; 
Hisanaga et al., 1991 ; de Waegh et al., 1992). Elle semble aussi être impliquée dans le 
transport axonal, (Hoffman, 1995) et règle, probablement, la distance entre les filaments 
(Carden et al., 1987 ; Hisanaga et Hirokawa, 1988 ; Brady, 1993), et de ce fait le 
diamètre de l’axone. Ceci est probablement engendré par les répulsions électrostatiques 
dues aux charges négatives des groupes phosphates situés sur les bras latéraux (“side-
arms”) des NFs adjacents (Carden et al., 1987 ; Nixon et al., 1994). Pant (1988) 
propose aussi que la phosphorylation des NFs augmente leur stabilité pendant la 
croissance axonale en leur donnant une résistance à la protéolyse intra-axonale. 
La région C-terminale de NF-H et NF-M possède des régions riches en acide 
glutamique avec des résidus sérine, qui peuvent être phosphorylés par la CKI (Link et 
al., 1993). Les multiples répétitions KSP de la région C-terminale pourraient être 
phosphorylés par des kinase appartenant aux proline-directed kinases (Pant et al., 2000). 
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Ces répétitions KSP peuvent être formulées comme KS/TPXnK, où X peut être 
n’importe quel résidu d’acide aminé, et n varié de 1 à 4. Les sérine/thréonine de ces 
répétition KSP une fois phosphorylés, restent relativement stables en comparaison avec 
la phosphorylation de mêmes résidus dans l’extrémité N-terminale. 
La phosphorylation des NF-H et NF-M montre une régulation spatiale dans le neurone 
(Pant et Veeranna, 1995). Plusieurs études immunohistochimiques ont montré que la 
plupart des épitopes phosphorylés sur les NFs se trouvent exclusivement dans les 
axones, alors que ceux du corps cellulaires sont peu phosphorylés (Pant et Veeranna, 
1995). La phosphorylation des principaux sites sur la région C-terminale est faible avant 
que les NFs n’entrent dans l’axone et augmentent à son intérieur (Giasson et 
Mushynski, 1997). La phosphorylation graduelle de NFs, tout le long de l’axone, est 
associée avec la diminution de la vitesse du transport axonal (Watson et al., 1989, 1991) 
et avec un lent turn-over de l’intégration des filaments dans le réseau cytosquelettique 
de l’axone (Lewis et Nixon, 1988 ; Nixon et Logvinenko, 1986). Donc la 
phosphorylation des NFs semble être réglée localement avec un haut degré de 
préférence pour la partie axonique. Dans certaines conditions pathologiques les NFs 
sont hyperphosphorylés et concentrés dans les corps cellulaires (Pant et al, 2000). 
 
3.7.4.1. Cdk5 (cyclin dependent kinases 5) et NFs. 
Parmi les kinases neuronales qui phosphorylent les résidus KSP de l’extrémité  
C-terminale du NF-H et du NF-M, on trouve la kinase cdk5 mais qui phosphoryle 
seulement des résidus dans la séquence KSPXK (Veeranna et al., 1998). Elle appartient 
à la famille de kinases dépendantes des cyclines qui régulent la progression de la 
prolifération cellulaire dans le cycle cellulaire. Cette kinase est présente dans la plupart 
des tissus et des lignées cellulaires, mais elle est active principalement dans les tissus 
neuronaux parce que c’est à cette localisation que se trouvent leurs activateurs, parmi 
lesquels figurent la protéine p35 et sa forme tronquée p25 (Lew et al., 1994 ; Lee et 
Johnston, 1997) ainsi que les protéines p39 et p67 (Shetty et al., 1995 ; Tang et al., 
1995 ; Zheng et al., 1998). La diversité de substrats qui sont phosphorylés par la cdk5 
lui donne un rôle multifonctionnel dans le système nerveux ; elle contribue à 
l’assemblage, à l’organisation et à la stabilité du cytosquelette neuronal (Miyasaka et 
al., 1993) ; elle peut aussi promouvoir la croissance des neurites dans le développement 
des neurones (Paglini et Cáceres, 2001) de même qu’elle peut réguler la transmission 
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synaptique (Rosales et al., 2000), et finalement pourrait fournir un chemin 
supplémentaire vers l’apoptose (Zhang et al., 1997). 
La cdk5 est activée au niveau neuronal par la phosphorylation de la sérine 159 (Sharma 
et al., 1999). Cette phosphorylation peut induire un changement de conformation qui 
permettra un meilleur accès au substrat et favorisera le positionnement de l’ATP pour le 
transfert du phosphate (Russo et al., 1996 ; Jeffrey et al., 1995). Elle peut être aussi 
activée par son association avec les protéines p35, p25 et p39 (Humbert et al., 2000 ; 
Tsai et al., 1994). La protéine p35 peut être clivée protéolytiquement in vitro et in vivo 
en p25 par la protéase dépendante du Ca2+, la calpaine (Kusakawa et al., 2000). Patrick 
et al. (1999) ont montré que la p35 est localisé sur la membrane des neurones alors que 
la p25 est un régulateur plus actif de la cdk5 et se trouve plutôt sous forme soluble dans 
le cytosol. Ce clivage change la localisation du complexe cdk5/p35 de la membrane vers 
le cytosol où la p25 est la plus abondante. La transformation de p35 en p25 est 
impliquée dans des altérations pathologiques du cytosquelette qui peuvent conduire à la 
mort neuronale (Lee et al., 2000 ; Nath et al., 2000). 
L’expression de la cdk5 est fortement corrélée dans les neurones avec celle des NFs 
phosphorylés (Tsai et al., 1993 ; Veeranna et al., 1997). Les NFs et le complexe 
cdk5/p35 pourraient avoir un rôle important dans la différenciation neuronale et la 
mobilité cellulaire, ainsi qu’exercer un contrôle sur les mécanismes de régulation du 
cytosquelette (Pagliani et Cáceres, 2001). 
 
3.7.4.2. MAPK et NFs. 
Les kinases ERK1/2 qui appartiennent à la famille des MAPK ont été impliquées dans 
la phosphorylation de séquences KSP de l’extrémité C-terminale des NFs. Au contraire 
de la kinase cdk5 qui phosphoryle seulement des séquences KSPXK, les kinases 
ERK1/2 sont capables de phosphoryler tout type de séquences KSP dans l’extrémité  
C-terminale de sous-unités NF-H et NF-M (Pant et al., 2000). Un inhibiteur spécifique 
de la kinase MEK, le PD 98059, est capable d’inhiber l’activité des MAPK dans des 
cellules PC12 ainsi que d’inhiber la phosphorylation de NF-H et de NF-M dans des 
cellules primaires d’hippocampe de rat. Ces résultats sont corrélés avec la diminution de 
la croissance des neurites, suggérant que les kinases ERK1/2 peuvent être responsables 
de la phosphorylation in vivo de NF-H et de NF-M dans les axones (Veeranna et 
al.,1998). 
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3.7.5. Phosphatases régulant la phosphorylation de NFs. 
L’état de phosphorylation des NFs est régulé par un équilibre dynamique entre les 
kinases et les phosphatases (PPs) qui agissent sur les NFs. Des études récentes sur la 
distribution d’épitopes phosphorylés des NF-H tout au long de l’axone, suggèrent une 
distribution différentielle de ces épitopes phosphorylés dans les nœuds de Ranvier (peu 
de groupes phosphates) et dans les segments myélinisés (beaucoup de groupes 
phosphates) (de Waegh et al., 1992 ; Mata et al., 1992). Cette distribution d’épitopes 
implique que la phosphorylation des NFs est un processus biochimique qui est 
hautement régulé, où les kinases et les phosphatases ont un rôle très important pour 
régler la stabilité et le diamètre des axones. La dégradation des NFs dans la partie 
distale de l’axone résulte de l’action combinée de phosphatases et de protéases (Pant, 
1988). 
Bien que nos connaissances à propos des phosphatases qui agissent sur les NFs soient 
maigres, leur existence est suggérée par l’existence d’un turn-over des groupes 
phosphates pendant le transport axonal (Nixon et Lewis, 1986 ; Schlaepfer et Bruce, 
1990 ; de Waegh et al., 1992 ; Mata et al., 1992). Guru et al. (1991) et Shetty et al. 
(1992) démontrent la présence d’une PPs endogène qui peut déphosphoryler le NF-H 
dans des préparations de moelle épinière de rat et de bœuf. D’ailleurs, la capacité de 
l’acide okadaïque (inhibiteur des PPs) à augmenter la phosphorylation des NFs (Shea et 
al., 1993) confirme la présence des PPs dans la régulation de la phosphorylation des 
NFs. L’identification de ces PPs et leurs sites spécifiques de déphosphorylation, pour le 
moment, restent inconnus. 
Un des candidats des ces PPs pourrait être la PP2A. Veeranna et al. (1995) trouvent que 
les sites de phosphorylation de la kinase cdk-5 sur les NF-H sont désphosphorylés par la 
PP2A. Ceci pourrait indiquer qu’il existe des PPs spécifiques impliquées dans la 
déphosphorylation des motifs KSP des protéines neuronales du cytosquelette. 
Saito et al. (1995), montrent une association des NFs avec la PP2A. Ces dernières 
déphosphorylent les groupes phosphates qui avaient été mis en place par la PKA. Ces 
données suggèrent un rôle de la PP2A dans la préservation des NFs comme filament de 






Les troubles dans l’organisation des NFs sont à l’origine de la plupart des 
neuropathologies : les maladies des motoneurones, les maladies neurodégénératives et 
les neuropathies induites par toxines. 
 
3.7.6.1. Maladies des motoneurones. 
Les maladies des motoneurones sont caractérisées par une accumulation et/ou un 
assemblage anormal des NFs dans les corps cellulaires et les axones des motoneurones. 
Cette accumulation produit une dégénérescence progressive des motoneurones du 
cerveau et de la moelle épinière, ainsi que l’atrophie des muscles squelettiques qui sont 
innervés par ces motoneurones. L’évolution de ce processus conduit à la paralysie et à 
la mort. Parmi ces maladies, on trouve la sclérose latérale amyotrophique (SLA), 
l’atrophie musculaire spinale de l’enfant et la neuropathie héréditaire motrice sensorielle 
(Julien, 1999 ; Perrone Capano et al., 2001). 
On peut se poser la question si dans les maladies neurodégénératives comme la SLA, 
l’accumulation aberrante des NFs dans les motoneurones est simplement le produit des 
processus pathogéniques ou si cette accumulation participe activement au 
dysfonctionnement des ces motoneurones. L’utilisation des souris transgéniques avec 
des modifications dans l’expression des différentes sous-unités de NFs (Xu et al., 1993 ; 
Côté et al., 1993 ; Lee et al., 1994) a montrée que des altérations dans la structure, 
l’assemblage et la fonction des NFs sont à l’origine de mécanismes pathogéniques 
similaires à ceux trouvés dans les maladies des motoneurones comme la SLA. 
 
3.7.6.2. Maladies neurodégénératives. 
Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par des accumulations 
intracytoplasmiques d’un matériel filamenteux dans les neurones (que l’on dénomme 
“dégénérescence neurofibrillaire” dans la maladie d’Alzheimer, “corps de Lewy” dans 
la maladie de Parkinson et “corps de Pick” dans la maladie de Pick). Ces accumulations 
sont composées de NFs et de protéines associées aux microtubules et reflètent 
probablement l’une des causes de l’altération du transport axonal et de la mort lente des 
neurones. Les maladies d’Alzheimer, de Parkinson et de Pick sont des exemples de ce 
mécanisme pathogénique. 
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Dans la maladie d’Alzheimer, la perte progressive de la mémoire et d’autres fonctions 
intellectuelles est accompagnée de l’apparition de dépôts de protéines insolubles qui 
forment deux types différents de lésions (Perry et Smith, 1993) : les plaques amyloïdes 
et la dégénérescence neurofibrillaire. Les plaques amyloïdes sont caractérisées par un 
dépôt d’un peptide dénommé β-amyloïde. La dégénérescence neurofibrillaire est 
caractérisée principalement par la présence d’une protéine appelée τ (tau) associée aux 
microtubules, et par celle des NFs. Des types neuronaux très divers meurent dans la 
maladie d’Alzheimer, les pertes plus massives étant observées parmi les neurones 
cholinergiques du cerveau antérieur. Ces neurones innervent l’hippocampe et le cortex 
et l’on pense qu’ils jouent un rôle essentiel dans le traitement et le stockage de 
l’information ; donc leur endommagement pourrait être en relation avec l’apparition de 
cette maladie. Des études récentes ont montré que les sous-unités des NFs, en particulier 
les NF-H et les NF-M, présentent dans la dégénérescence neurofibrillaire, un état 
d’hyperphosphorylation (Su et al., 1996). 
La caractéristique pathologique principale de la maladie de Parkinson est la présence de 
corps de Lewy (LB) (Pollanen et al., 1993a). Des études ultrastructurales ont montré 
que les LB sont formés par des agrégats fibrillaires de 8 à 10 nm (Pollanen et al., 
1993a). Les NFs ont été décrits comme des composants principaux des LB (Forno et al., 
1986 ; Galloway et al., 1992 ; Pollanen et al., 1993b). Les sous-unités NF-H et NF-M se 
trouvent, à nouveau, dans un état hautement phosphorylé dans les LB (Pollanen et al., 
1993a ; Pollanen et al., 1994 ; Trojanowski et Lee, 1994). Cet anomalie des NFs 
pourrait être la clé de la conversion des NFs en fibres insolubles dans la maladie de 
Parkinson (Nixon, 1993 ; Pollanen et al., 1993a ; Pollanen et al., 1994). 
 
3.7.6.3. Neuropathies produites par des neurotoxines. 
Les neuropathies produites par des neurotoxines provoquent un changement dans la 
distribution et l’organisation des NFs à l’intérieur des neurones. On trouve parmi ces 
toxines l’aluminium et l’acrylamide. 
L’intérêt pour les effets neurotoxiques de l’aluminium s’est développé après l’apparition 
de certaines études qui démontraient leur relation avec certaines neuropathologies 
humaines (Crapper-McLachlan, 1986). L’expression du mRNA des NFs est réduite lors 
d’intoxication à l’aluminium (Muma et al., 1988 ; Parhad et al., 1989). Cette réduction 
suggère le rôle de l’aluminium dans l’altération des processus post-synthétiques des 
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NFs comme leur turn-over, leurs processus post-traductionels, ainsi que le transport 
axonal. Ces altérations peuvent refléter des anomalies dans l’état de phosphorylation et 
dans l’interaction entre les différents NFs en déclenchant leur accumulation dans le 
pérykarion. L’interaction de l’aluminium avec les sous-unités des NF-H et des NF-M se 
produit au niveau de leurs groupes phosphates (Diaz-Nido et Avila, 1990 ; Nixon et al., 
1990). Cette interaction a lieu probablement par l’association de la triple charge positive 
de l’aluminium avec la triple charge négative des groupes phosphates qui se trouvent 
dans les bras latéraux des NF-H et des NF-M (Julien et Mushynski, 1982). Cette 
interaction anormale entre l’aluminium et les groupes phosphates pourrait être à 
l’origine de la diminution du transport axonal et de l’accumulation des NFs dans le 
pérykarion des neurones (Shea et al., 1992). 
Le monomère de l’acrylamide est un neurotoxique qui produit une axonopathie centrale 
et distale périphérique. Les premiers signes pathologiques produits par l’acrylamide 
sont un gonflement axonal multifocalisé dans les régions distales des fibres nerveuses. 
Le résultat de ce gonflement axonal est l’accumulation de NFs du côté proximal des 
nœuds de Ranvier. Dans les dernières étapes de l’axonopathie, les fibres nerveuses 
subissent une dégénérescence semblable à celle de Wallerian (la dégénérescence de 
Wallerian est une dégénérescence axonale aiguë qui apparaît quand les axones sont 
interrompus par un traumatisme ou un trouble dans le cerveau, la moelle épinière et les 
nerfs périphériques), y compris la dégénérescence de l’axone et de la myéline et la 
réaction de la glie (revu dans Takahashi et al., 1995). 
L’accumulation des NFs est un changement induit par l’action de l’acrylamide, mais 
cette accumulation pourrait être due à une action neurotoxique primaire de l’acrylamide 
ou à un changement secondaire dû à d’autres dégâts cellulaires. Des études 
biochimiques récentes sur l’intoxication par l’acrylamide dans des modèles animaux ont 
montré une union spécifique de l’acrylamide avec les NFs (Lapadula et al.,1989), une 
altération dans le transport des NFs (Gold et al., 1985), une dégradation des NFs (Tanii 
et al., 1988) et une phosphorylation des NFs (Howland et Alli, 1986). Ces données 
suggèrent un mécanisme de neurotoxicité de l’acrylamide. Néanmoins l’axonopathie 
induite par l’acrylamide dans des cailles Quv (mutant non-sense du NF-L de caille 
japonaises) qui présentent un déficit de NFs, montre que l’accumulation des NFs est 
indépendante de l’action de l’acrylamide. Il s’en suit que l’action de l’acrylamide sur les 
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NFs n’est pas une condition indispensable pour initier l’axonopathie (Takahashi et al., 
1995 ; Stone et al., 2001). 
 
3.7.6.4. Modulation des NFs dans l’addiction aux opiacés. 
Les NFs semblent subir également des modifications après traitement ou prise de 
drogues de type morphine et/ou héroïne. Beitner-Johnson et al. (1992) ont montré une 
diminution des trois sous-unités des NFs dans l’aire tegmentale ventrale (VTA) de rats 
après traitement chronique de morphine et/ou de cocaïne. Ces expériences ont montré 
aussi une augmentation de l’état de phosphorylation des sous-unités NF-H et NF-M. 
García-Sevilla et al. (1997b) ont montré une diminution de la sous-unité NF-L dans le 
cortex frontal de cerveau d’addicts aux opiacés décédés d’overdoses. 
La diminution des NFs et l’augmentation de leur état de phosphorylation ont été déjà 
rapportées dans l’axothomie, l’intoxication par l’aluminium et l’intoxication chronique 
par le β,β-iminodipropionitrile (Hoffman et al., 1984 ; Troncoso et al., 1985 ; Goldstein 
et al., 1987 ; Watson et al., 1989). Une diminution de la sous-unité NF-L a été montré 
dans le traitement chronique à la nicotine (Bunnemann et al., 2000). Il y a également 
une forte relation avec la diminution du transport axonal (Beitner-Johnson et Nestler, 
1993). On peut conclure que la prise chronique de drogues de type morphine, cocaïne, 
héroïne et méthadone peut produire une diminution du transport axonal et une 
dégradation progressives des neurones (voir aussi paragraphe 2.6.). 
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L’homogénéisation des cerveaux est faite avec un ultraturax Polytron PT 10/35 
(Kinematica). La sonication des homogénats de cerveaux ou de cellules a été réalisée 
avec un sonicateur Sonoplus HD 200 (Bandelin). Les centrifugations à 15.800 g ont été 
exécutées au moyen d’une centrifugeuse réfrigérée (Centrifuge 5402, Eppendorf). 
Les électrophorèses unidimensionnelles sont faites dans le système “Mini-Protean IITM 
Cell” (Bio-Rad. Richmond, CA). Les électrotransferts (Western Blot) ont été accomplis 
avec une Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Richmond, CA). Le courant était fourni par un 
générateur Techware 250-2 Power Suply (Sigma, Saint Louis, MO). Les films, après 
développement, ont été scannés avec un densitomètre Model GS-700 Imaging 
Densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA). La présentation des images et des graphiques a 
été réalisée avec les programmes Adobe Photoshop® 5.0, GraphPad Prism® 2.01 et 





Les réactifs proviennent des fournisseurs suivants : ECL (Amersham, Buckinghamshire, 
Angleterre) ; Triton X-100, TEMED, APS, standards de poids moléculaires pour SDS-
PAGE (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) ; pefabloc (Boehringer, Rotkreuz, Suisse) ; 
acrylamide (Brunschwig, Dorset, U.K.) ; TRIS, SDS, sec-butanol, glycine, glycérol 
anhidrus, méthanol, éthanol, aprotinine, thimerosal, antipain, leupeptin, pepstatin A, 
EDTA, MgCl2, BSA, Tween-20, NaCl, KCl, Na2HPO4x2H2O, bleu de bromophénol,  
2-β-mercaptoéthanol, HCl (Flucka, Buchs, Suisse) ; RPMI (Gibco, Life Technologies, 
Basel, Suisse) ; KH2PO4, DMSO (Merck, Darmstadt, Allemagne) ; sachet de dialyse 
(Pierce, Rockford, IL, USA); FCS, L-glutamine (Seromed) ; fixateur, révélateur, sulfate 
de streptomycine, pénicilline G, phosphatase alcaline, pyrophosphate de sodium, E64 
(Sigma, Saint-Louis, MO). Le chlorhydrate de morphine (MoHCl) et le chlorhydrate de 
héroïne pour les traitements des rats provient de l’Unión-Químico-Farmacéutica S.A.E. 
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(Madrid, Espagne) et le MoHCl pour la stimulation des cellules SH-SY5Y a été fourni 
par le Hôpital Cantonal Universitaire de Genève (Genève, Suisse). Finalement la 









Tableau 4-.Anticorps primaires monoclonaux. 
CLONE ANTIGENE FOURNISSEUR DILUTION
NR 4 NF-L Sigma, Saint-Louis, MO 1/500 
NE 14 NF-H phosphorylé Sigma, Saint-Louis, MO 1/1000 
SMI 31 NF-H phosphorylé Stenberger Monoclonals Inc., Lutherville, USA 1/5000 
RMO 24 NF-H phosphorylé Zymed, San Francisco, CA 1/5000 
SMI 32 NF-H non-phosphorylé Stenberger Monoclonals Inc., Lutherville, USA 1/1000 
RMO 281 NF-M phosphorylé Zymed, San Francisco, CA 1/5000 
RMO 270 NF-M non-phosphorylé Zymed, San Francisco, CA 1/5000 
M 20 NF-M non-phosphorylé Dr. B. Riederer, Université de Lausanne 1/250 
46 PP2A unité catalytique α Transduction Laboratories, Lexington, KY 1/10000 
DC17 Cdk5 Oncogene Research Products, Cambrige, MA 1/10000 
46 PP2A unité catalytique α Transduction Laboratories, Lexington, KY 1/20 000 
53 c-Raf-1 Transduction Laboratories, Lexington, KY 1/1000 







Tableau 5-. Anticorps primaires polyclonaux de lapin. 
ANTIGENE FOURNISSEUR DILUTION
Mu/2EL (µ Opioid Receptor) Dr. J. Garzón, CSIC, Madrid 1/1000 
PKA unité catalytique α Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/100 000 
Phospho-CREB Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA 1/5000 
CREB Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA 1/5000 
GFAP DAKO, Copenhagen, Danmark 1/5000 
α-Internexine Chemicon International Inc, Temecula, CA 1/1000 
GRK2 (C-15) Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/5000 
GRK6 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/1000 
p35 (C-19) Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/3000 
p35 (N-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/1000 
MAP kinase phospho-specific Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA 1/1000 
MAP kinase Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA 1/1000 
Phospho-MEK1/2 New England Biolabs, Inc, Beverly, MA, USA 1/1000 






Tableau 6-. Anticorps primaires polyclonaux de chèvre. 
ANTIGENE FOURNISSEUR DILUTION 
calpain 1 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc 1/1000 





Tableau 7-. Anticorps secondaires. 
IgG ANTIGENICITE COUPLAGE FOURNISSEUR DILUTION 
Âne Anti-lapin Peroxydase Amersham, Buckinghamshire, U.K. 1/5000 
Mouton Anti-souris Peroxydase Amersham, Buckinghamshire, U.K. 1/5000 




Le récepteur µ a été détecté avec l’anticorps Mu/2EL qui reconnaît le deuxième boucle 
extracellulaire et qui nous a été fourni par le Dr J. Garzón (CSIC, Madrid). Les kinases 
spécifiques des récepteurs couplés aux protéines G (GRKs) GRK2 et GRK6 ont été mis 
en évidence avec des anticorps polyclonaux qui reconnaissent la région C-terminale de 
ces protéines. La protéine β-arrestine2 a été imunodétectée avec un anticorps polyclonal 
qui reconnaît la région N-terminale de la protéine. L’immunodétection de la protéine α-
internexine a été réalisée avec un anticorps polyclonal fait contre l’extrémité  
C-terminale de la protéine. La forme phosphorylée et active de la protéine CREB est 
immunodétectée avec un anticorps qui reconnaît une séquence de 14 acides aminés 
parmi lesquels se trouve la sérine 133 qui est susceptible d’être phosphorylée et 
d’induire l’activation de la protéine CREB. Par contre l’anticorps qui reconnaît les 
formes phosphorylées et non-phosphorylées de CREB, reconnaît une séquence de 17 
acides aminés de l’extrémité N-terminale. L’immunoréactivité de la PKA a été mesurée 
avec un anticorps qui reconnaît la région C-terminale de la sous-unité catalytique α de 
la PKA.  
La protéine G de petit poids moléculaire, Ras, a été immunodétectée avec un anticorps 
monoclonal (clone 18). La protéine c-Raf-1 a été immunodétectée avec un anticorps 
monoclonal (clone 53). Pour la mise en évidence de la kinase MEK1/2 dans sont état 
phosphorylé a été utilisé un anticorps polyclonal qui reconnaît la kinase seulement 
quand elle est phosphorylé sur les sérine 217/221. La forme totale de la kinase MEK1/2 
a été imunodétectée avec un anticorps polyclonal qui reconnaît la kinase dans son état 
phosphorylé et dans son état non-phosphorylé. La kinase ERK1/2 active a été mis en 
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évidence avec un anticorps polyclonal qui reconnaît la kinase seulement quand elle est 
phosphorylée sur la thréonine 202 et sur la tyrosine 204. Les taux de ERK totales ont été 
mesurés avec un anticorps polyclonal qui reconnaît la kinase de manière indépendante 
de son état de phosphorylation. 
Les caractéristiques des anticorps utilisés pour reconnaître les différents formes de NFs 
sont les suivantes : l’anticorps SMI 32 réagit spécifiquement avec la forme non-
phosphorylée du NF-H, parce que la réaction anticorps-antigène est masquée quand 
l’épitope qui reconnaît l’anticorps est phosphorylé (product data sheet, Sternberger 
Monoclonals, Guadano-Ferraz et al., 1990) ; l’anticorps M20, qui nous a été fourni par 
le Dr. B.M. Riederer (IBCM, Université de Lausanne), et l’anticorps NR4 réagissent de 
manière indépendante de l’état de phosphorylation du NF-M et du NF-L respectivement 
(Hornung et Riederer, 1999), mais le dégré de phosphorylation de ces sous-unités de 
NFs est plus petit que celui de la sous-unité NF-H ; l’anticorps RMO 270 réagit contre 
un épitope non-phosphorylé de la sous-unité NF-M (product data sheet, Zymed 
Laboratories, Lee et al., 1987 ; Veerana et al., 1998). Pour l’immunodétection des 
différentes sous-unités phosphorylées des NFs les anticorps monoclonaux suivants ont 
été utilisés : (1) NF-H phosphorylé : clone SMI 31, clone RMO 24 et clone NR-14 ; (2) 
NF-M phosphorylé : clone RMO 281. Ces anticorps reconnaissent des sous-unités 
phosphorylées des NFs parce qu’en présence de la phosphatase alcaline, qui enlève les 
groupes phosphates, il n’y a pas de réaction anticorps-antigène (Figure 11). 
La protéine phosphatase du type 2A (PP2A) a été immunodétectée avec un anticorps 
monoclonal (clone 46) qui reconnaît la sous-unité catalytique de l’enzyme. 
L’immunodétection de la protéine acide des fibrilles gliales (GFAP) a été réalisée avec 
un anticorps polyclonal.  
La kinase cdk5 est immunodétectée avec un anticorps monoclonal (clone DC17) qui 
reconnaît la kinase de manière indépendante à son état de phosphorylation (Figure 18). 
L’activateur neuronal de la kinase cdk5, la protéine p35, a été immunodétectée avec 
deux anticorps polyclonaux. L’anticorps N-20 reconnaît la région N-terminale de p35, 
c’est à dire la protéine dans sa forme non clivée. Par contre l’anticorps C-19 reconnaît la 
région C-terminale de la p35, et de ce faite reconnaît la p35 et aussi sa forme clivée, la 
protéine p25. La sous-unité catalytique 1 de la protéase µ-calpaine est mise en évidence 
avec un anticorps polyclonal. 
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4.4. SELECTION DES CERVEAUX HUMAINS (CONTROLES ET ADDICTS 
AUX OPIACES). 
 
Des biopsies de cortex frontal (aire 9 de Brodmann) de 25 addicts aux opiacés (23 
hommes et 2 femmes), décédés par overdoses soit d’héroïne/morphine ou de méthadone 
ont été obtenues de l’Institut de Médecine Légale de l’Université de Genève (protocole 
approuvé par la commission d’éthique du Département de Psychiatrie de la Faculté de 
Médecine de Genève), et immédiatement congelées à –80 °C. La détermination des 
opiacés, de la cocaïne, de l’éthanol et des autres drogues a été réalisée selon les 
procédures standards de l’Unité Toxicologique de l’Institut de Médecine légale, sur des 
échantillons de sang, du contenu gastrique, des urines et des cheveux (tableau 8). Chez 
la plupart des addicts aux opiacés, la présence dans les cheveux (3 cm de la racine) du 
métabolite 6-monoacetylmorphine (0.4-2.0 ng/mg) indique une longue consommation 
d’héroïne (au moins 6-12 mois avant le décès). Les contrôles sont constitués de 13 
sujets (11 hommes et 2 femmes) décédés principalement d’accidents de trafic, sans 
alcoolémie et sans aucune histoire d’abus de drogues (tableau 9). Les biopsies et leur 
stockage sont réalisés de la même manière que pour les addicts aux opiacés. La 
toxicologie des sujets contrôles est négative. Les deux groupes sont appariés par l’âge, 
le sexe et le délai post-mortem (PMD). Le temps de stockage des biopsies à -80oC est 





Les rats utilisés sont des mâles de la souche Sprague-Dawley (250-300 g par rat). Ils 
nous ont été fourni par le Laboratoire de Neuropharmacologie de l’Université de les 
Illes Balears (Espagne). Les souris wild type (WT ou +/+) et les souris µ-opioid 
receptor knockout (KO ou -/-) (Matthes et al.1996) proviennent de la souche 129/Sv, et 
nous ont été fournies par le Dr R. Maldonado de la Université Pompeu Fabra de 
Barcelona (Espagne). Dans ces deux laboratoires, les animaux ont été nourris ad libitum 
avec de la nourriture standard et un libre accès à de l’eau. Ils ont été maintenus dans des 
conditions de température et d’humidité contrôlées (22 °C et 70 % d’humidité) avec un 
cycle jour-nuit de 12h-12h. 
 55
  
Tableau 8-. Caractéristiques individuelles des sujets addicts aux opiacés. 
Opiacés détectées dans le Addict 
sang (µg/ml) 
Sexe/Age PMD/h Ethanol g/l
Autres substances 
détectées dans le sang 
(µg/ml) 
1 Méthadone (1.2) H/18 21 aucun Chloroquine (1.5) 
2 Héroïne (0.2) H/19 26 aucun aucune 
3 Héroïne (1.9) H/23 66 aucun aucune 
4 Méthadone (1.5) H/23 55 aucun aucune 
5 Héroïne (1.1) H/39 56 2.44 aucune 
6 Héroïne (1.5) H/30 60 aucun aucune 
7 Méthadone (0.7) H/25 41 aucun aucune 
8 Héroïne (1.1) H/25 26 0.47 aucune 
9 Héroïne (0.3)+Codeine (3.6) H/26 44 0.05 aucune 
10 Méthadone (0.5)+ Héroïne (0.2) H/25 50 aucun Cocaïne (0.05) 
11 Héroïne (1.7) H/26 73 aucun Cocaïne (0.04) 
12 Méthadone (1.3) H/23 52 0.06 aucune 
13 Méthadone (0.5) H/29 25 aucun Citalopram (3.4) 
14 Méthadone (0.3) H/26 20 0.12 aucune 
15 Héroïne (2.0) H/26 13 0.28 aucune 
16 Méthadone (0.8) H/40 16 aucun Quinine (1.2) 
17 Héroïne (1.5) H/33 16 0.87 aucune 
18 Héroïne (0.6) H/44 19 aucun aucune 
19 Héroïne (1.6)+Codeine (0.5) H/32 29 0.15 aucune 
20 Méthadone (0.4) H/42 28 aucun aucune 
21 Héroïne (0.8) H/42 18 1.64 aucune 
22 Héroïne (0.8) H/46 13 aucun Cocaïne (0.2) 
23 Méthadone (1.4) F/28 13 aucun Cocaïne (0.02) 
24 Méthadone (1.0) F/51 40 1.35 Venlafaxine (20.0)+zolpiden (0.5) 
25 Méthadone (0.4) H/29 38 0.36 aucune 
Ensemble 
du groupe 
Her: 1.16±0.16, n=13 
Méthadone: 0.83±0.12, n=12 
23H/2F 
31±2 yr 
34±4 h 0.71±0.24   
n=11 
Cocaïne: 0.08±0.04          
n=4 
 
Chez la plupart d’addicts, la présence dans les cheveux (3 cm de la racine) du métabolite  
6-monoacetylmorphine (0.4-2.1 ng/mg) indique une longue consommation d’héroïne (au moins 6-12 mois 
avant le décès). Les valeurs de l’ensemble du groupe représentent la moyenne ± s.e.m (erreur standard). 






Tableau 9-. Caractéristiques individuelles des sujets contrôles. 
Contrôle Sexe/Age PMD (h) Ethanol (g/l) 
Autres substances 
détectées dans le sang 
(µg/ml) 
1 H/20 35 aucun non déterminé 
2 H/15 81 0.05 aucune 
3 H/40 48 aucun aucune 
4 H/28 26 2.02 aucune 
5 H/31 62 aucun non déterminé 
6 H/18 16 aucun aucune 
7 H/27 22 0.05 aucune 
8 H/49 24 aucun aucune 
9 H/44 19 0.07 aucune 
10 H/36 29 1.42 aucune 
11 F/50 10 aucun aucune 
12 H/23 17 aucun aucune 





34±6 h 0.61±0.36 
n=6 
 
Les valeurs représentent la moyenne ± s.e.m (erreur standard). H, homme ; F, femme ; 




4.5.1 Traitement des rats avec de la morphine et de l’héroïne 
Les expériences avec les rats ont été réalisées selon les directives de l’Université des 
Iles Baléares (Espagne) pour l’utilisation des animaux de laboratoires. Pour le 
traitement aigu, les rats recevaient une injection intrapéritonéale (i.p) de morphine (30 
mg/kg i.p. par 2 h) ou de naloxone (10 mg/kg i.p. par 2 h). Pour le traitement chronique 
à la morphine les rats ont été traité trois fois par jour pendant cinq jours avec des doses 
croissantes de l’opiacé (10-100 mg/kg) (Ventayol et al., 1997), puis les animaux ont été 
sacrifiés 2, 6, 12 ou 24 heures après la dernière doses. Dans d’autres séries 
d’expériences, les rats ont été traité avec de l’héroïne (10 à 30 mg/kg pendant 5 jours) 
(Ventayol et al., 1997) et ils ont été sacrifiés 24 heures après la dernière dose. Pour le 
traitement chronique à la naloxone, les rats recevaient une injection i.p. de naloxone  
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(10 mg/kg i.p.) toutes les 12 h pendant 14 jours, et les animaux ont été sacrifiés 2 h 
après de la dernière dose. Les animaux contrôles recevaient 0.9 % de NaCl (1 ml/kg 
i.p.) au temps de traitement indiqué. Tous les animaux ont été sacrifiés par décapitation, 
le cortex cérébral prélevé et congelé immédiatement à -80°C, et envoyés à notre 
laboratoire de Genève. 
 
4.5.2 Traitement des souris avec de la morphine 
Les expériences avec les souris ont été réalisées selon les directives de l’Université 
Pompeu Fabra de Barcelone (Espagne). Pour le traitement chronique à la morphine, les 
souris recevaient pendant 5 jours une injection i.p. toutes les 12 h, en augmentant la 
dose de la manière suivante : premier jour, 20 mg/kg ; deuxième jour, 40 mg/kg ; 
troisième jour, 60 mg/kg ; quatrième jour, 80 mg/kg ; cinquième jour 100 mg/kg 
(Matthes et al., 1996). Les animaux étaient sacrifiés par décapitation 12 h après la 
dernière dose, et les cerveaux étaient congelés immédiatement à –80°C, et envoyés à 
notre laboratoire de Genève. 
 
 
4.6. PREPARATION D’HOMOGENAT TOTAL DE CORTEX PREFRONTAL 
HUMAIN ET DE CORTEX CEREBRAL DE SOURIS 
 
Toutes les manipulations de dissection et d’homogénéisation se font à 4°C. 150 à 200 
mg de cortex frontal ainsi que la totalité du cortex cérébral des souris sont prélevés.  
1.5 ml de tampon d’homogénéisation (50 mM TRIS-HCl pH=6.8, 1 mM EDTA, 2 % 
SDS) contenant 10 µl/ml d’un cocktail d’inhibiteurs des protéases (pefabloc 1.3 mM ; 
leupeptine 10 µg/ml ; E64 5 µg/ml ; antipain 10 µg/ml ; pepstatine A 10 µg/ml ; Ferrer-
Alcón et al. 2000) est ajouté pour 200 mg de cerveau. Les échantillons sont ensuite 
homogénéisés à l’ultraturax (2x5 seconds) et au sonicateur (2x5 seconds), toujours sur 
de la glace. 20 µl du lysat cellulaire sont prélevés pour déterminer la concentration des 
protéines par la méthode du BCA (Pierce, Illinois, USA) utilisant l’albumine de sérum 
bovine (BSA) comme standard. Les protéines totales sont ajustées à 6 µg/ml avec du 
tampon d’homogénéisation (plus le cocktail d’inhibiteurs des protéases) et finalement la 
concentration des protéines est ajustée à 3 µg/ml avec du tampon Laemmli 2x concentré 
(100 mM TRIS-HCl pH=6.8, 20 % glycérol, 3 % SDS, 5 % β-mercaptoéthanol, 0.01 % 
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bleu de bromophénol). Les échantillons sont bouillis à 95°C pendant 4 minutes et 
stockés à –80°C. 
 
4.6.1. Homogénéité des préparations de cortex préfrontal humain. 
Pour assurer l’homogénéité des préparations de cortex frontal humain, une expérience 
“contrôle” a été réalisée (Figure 1). Dans un gel de 8 % d’acrylamide (16x20 cm et de  
1 mm d’épaisseur), ont été chargées 60 µg par puit de préparation totale de cortex 
frontal de 9 contrôles et de 14 addicts. Le gel après électrophorèse, a été coloré au bleu 
de Coomassie et deux bandes de protéines, correspondant à la spectrine (220 kDa) et à 
une protéine non identifiée de 80 kDa ont été quantifiées par densitométrie. Pour la 
spectrine les valeurs moyennes suivantes des IOD ont été obtenues : contrôles 
0.91±0.06 (n=9), addicts 0.84±0.08 (n=12). Pour la protéine non identifiée de 80 kDa 
les valeurs moyennes obtenues des IOD sont : contrôles 2.18±0.92 (n=9), addicts 
2.08±0.97 (n=12). Ces valeurs confirment l’homogénéité des préparations. 
 
 
4.7. PREPARATION DES PROTEINES MEMBRANAIRES DE CORTEX 
CEREBRAL DE RATS 
 
Environ 100 mg de cortex cérébral de rat sont homogénéisés (1:20 w/v) dans du tampon 
d’homogénéisation (40 mM Tris-HCl pH=7.5, 1 % de Triton X-100, 1 mM EDTA,  
1 mM de MgCl2, 5 mM NaCl, 1 mM PMSF et 40 µg/ml de leupeptine). Les échantillons 
sont ensuite centrifugés à 40.000xg pendant 45 minutes. Puis, 100 µl de surnageant sont 
mélangés avec le même volume de tampon Laemmli (62.5 mM de Tris pH=6.8, 3 % de 
SDS, 20 % glycérol, 0.005 % de bleu de bromophenol). Le tout est bouilli à 95°C 
pendant 3 minutes et stocké à–20°C. La concentration des protéines est déterminée par 
la méthode de Bradford (Bradford, 1976). 
 
 
4.8. ETUDE DU DELAI POST-MORTEM (PMD) ET DE L’AGE DANS LE 
CERVEAU HUMAIN 
 
Bien que le PMD et l’âge ne soient pas différents entre les contrôles et les addicts aux  
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opiacés (tableaux récapitulatifs), l’effet de ces variables a été étudié sur 
l’immunoréactivité des différentes protéines chez des sujets contrôles (de 3-102 heures 
de PMD et de 16-87 ans) pour déterminer le schéma de dégradation de ces protéines 
ainsi que l’effet du vieillissement dans le cerveau humain. 
 
 
4.9. PREPARATION DE NEUROFILAMENTS (NFs) PURIFIES 
 
Cette préparation semblait indispensable afin de pouvoir bénéficier de références 
connues et bien caractérisées en électrophorèse et en immunoblotting. La quantification 
de ces standards devait également nous permettre de réaliser une semi-quantification 
des sous-unités des NFs dans nos propres échantillons. 
Les NFs, utilisés comme référence dans ce travail, ont été préparés en collaboration 
avec le Dr. B.M. Riederer (IBCM, Université de Lausanne) à partir de moelle épinière 
humaine prélevée par le Dr. R. La Harpe (Institut de Médecine Légale, Université de 
Genève) et selon la méthodologie de Tokutake et al. (1983). En bref, la moelle épinière 
est homogénéisée en présence de Triton X-100 et d’inhibiteurs de protéases. Après 
centrifugation sur 0.85 M de sucrose, les NFs sont absorbés sur un gel d’hydroxyapatite 
et élues avec un tampon phosphate de 0.3 M contenant de l’urée. La concentration des 
protéines des NFs est alors déterminée (21 mg de NFs pour 14 g de moelle épinière) et 
chargés sur un gel d’acrylamide SDS-PAGE à différentes concentrations de protéines 
(entre 1.14 et 0.39 µg). Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie, puis scanné avec 
une caméra vidéo CCD pilotée par le programme Bioprint. La meilleure résolution 
électrophorétique est obtenue avec la concentration de 0.57 µg de NFs. La 
quantification des bandes est réalisée grâce au programme 1D développé par AAB 
(Advanced American Biotechnology, Fulleton, CA). Ce programme permet d’exprimer 
la quantification en pourcentage des aires des différents pics obtenus : c’est ainsi que le 
NF-H représente 57.4 %, le NF-M 17.6 % et le NF-L 16.2 % par échantillon chargé sur 
le gel d’électrophorèse. Différentes impuretés constituent le 8.8 %. Donc pour un 
chargement du gel avec 0.57 µg de la préparation des standards de NFs, la quantité 




4.10. DEPHOSPHORYLATION DES NFs PHOSPHORYLES AVEC LA 
REACTION A LA PHOSPHATASE ALCALINE  
 
De 200 à 250 mg de cortex frontal d’un sujet contrôle (27 ans et un PMD de 22 heures) 
sont prélevés. Le tissue est dilué 1/25 avec le tampon d’homogénéisation (50 mM 
TRIS-HCl pH=6.8, 2 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100) contenant 10 µl de cocktail 
d’inhibiteurs des protéases (à la concentration habituelle) par ml de tampon 
d’homogénéisation. Les échantillons sont ensuite homogénéisés à l’ultraturax (2x5 
seconds) et au sonicateur (2x5 seconds) sur la glace, puis centrifugés à 15 800 g pendant 
15 minutes à 4°C. 5 ml du surnageant sont dialysés toute la nuit à 4°C dans une tampon 
qui contient 50 mM TRIS-HCl pH=7.5 et 1 mM MgCl2. L’échantillon dialysé est réparti 
en quatre aliquotes de 180 µl selon le schéma suivant : 
 
A-Contrôle         180 µl échant. 
B-Phosphatase alcaline (PA)       180 µl échant.+3 µl PA (75 unités) 
C-PA+pyrophosphate de sodium (SP)     180 µl échant.+3 µl PA (75 unités)+100 µl SP 
D-Aliquote pour la quantification des protéines (BCA). 
 
Les trois premiers (A, B et C) sont incubés 15 minutes à 30°C. Après ce temps, la 
réaction de la PA de l’aliquote B est arrêtée avec 100 µl de SP. 100 µl de SP sont 
ajoutés également à l’échantillon A. Finalement 35 µl de tampon Laemmli 10x 
concentré (200 mM TRIS-HCl pH=6.8, 70 % glycérol, 20 % SDS, 20 %  
β-mercaptoéthanol, 0.01 % bleu de bromophénol) sont ajoutés aux trois aliquotes et ils 
sont dénaturés à 95°C pendant 4 minutes. Les échantillons sont ensuite stockés à –20°C. 
 
 
4.11. CULTURE CELLULAIRE 
 
Les cellules utilisés, SH-SY5Y, proviennent de neuroblastomes humains (SK-N-SH), et 
nous ont été données par le Dr. B.M. Riederer (IBCM, Université de Lausanne). Cette 
lignée est composée de deux types cellulaires : le premier, qui est le plus important dans 
nos conditions de culture, a l’aspect des neurones avec un corps cellulaire petit qui peut 
émettre de courts processus neuritiques. Ces cellules s’attachent pauvrement au substrat 
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et peuvent former des agrégats. L’autre type cellulaire, qui est nettement minoritaire, est 
plus grand, adhère fortement au substrat et possède une morphologie de cellules 
épithélioïdes, voir de cellules gliales ou fibroblastiques. Comme il a été montré que ces 
deux types cellulaire peuvent spontanément se convertir d’un type cellulaire à l’autre 
(Ross et al., 1983), il est important de pouvoir maintenir majoritairement le type 
neuronal. Ceci est réalisé, a chaque passage, par décollement des cellules avec du DPBS 
(150 mM NaCl, 1.5 mM KH2PO4, 3 ml KCl, 7.9 mM Na2HPO4 et 0.1 mM EDTA). Les 
cellules de type neuronal sont les premières à se décoller, alors que celles de type 
épithélioïde adhérent plus fortement à la boîte de culture et sont éliminées avec cette 
dernière. Biochimiquement, ces cellules expriment les récepteurs µ et δ opioïdes dans 
une proportion 4/1 et contiennent tous les enzymes nécessaires à la synthèse du 
neurotransmetteur norépinéphrine. Les cellules SH-SY5Y sont cultivées en routine dans 
du milieu RPMI-1640 (Gibco BRL, Basel, Suisse) auquel est ajouté 10 % de sérum de 
veau fœtal (FCS), 2mM L-glutamine, 50 unités/ml de pénicilline et 50 µg/ml de 
streptomycine. Les cellules sont cultivées dans un incubateur à 37°C et 5 % de CO2. 
Les cellules SH-SY5Y doublent leur population approximativement en 48 heures. Le 
milieu est changé tous les 4 jours. Lorsque les cellules arrivent à confluence, le milieu 
est entièrement aspiré et on ajoute quelques ml de DPBS et on incube 10 minutes à 
température ambiante. Les cellules décollées sont reprises dans un tube Falcon® stérile 
de 15 ml et elles sont centrifugées à 1200 rpm pendant 5 minutes. Les cellules sont 
resuspendues dans du milieu RPMI-1640. Elles sont alors comptées et resuspendues en 
fonction du nombre de cellules désirées dans différentes flasques de 75 cm3 ou dans de 
boîtes de Petri (de 10 ou de 5 cm de diamètre) contenant déjà 10 ou 5 ml de milieu 
RPMI respectivement. 
 
4.11.1 Traitement des cellules SH-SY5Y avec de la morphine 
Les cellules SH-SY5Y sont ensemencées dans des boîtes de Petri de 10 cm de diamètre. 
Le milieu est changé tous le quatre jours jusqu’à ~60 % de confluence des cellules. Le 
milieu est changé 48 heures avant la stimulation avec de la morphine quand les cellules 
se trouvent entre 80-90 % de confluence. 
La morphine est reconstitué dans de l’eau bidistillée à une concentration de 10-3 M. Une 
concentration de 1 µM de morphine a été choisi pour la réalisation de la cinétique (Yu et 
Sadée 1987 ; Carter et Medzihradsky, 1993 ; Arden et al., 1995). En fin d’incubation le 
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milieu de culture RPMI-1640 est aspiré. Puis les cellules sont lavées deux fois avec du 
DPBS à température ambiante. Après le dernier rinçage, les cellules sont incubées 10 
minutes à température ambiante. Les cellules décollées sont reprises dans un tube 
Falcon® stérile de 15 ml et puis elles sont centrifugées à 1200 rpm pendant 5 minutes. 
Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est stocké à –20°C. Pour chaque 
cinétique, deux boîtes sans stimulation seront utilisées comme valeurs basales. 
 
4.11.2 Inhibition de l’activité d’ERK1/2 avec l’inhibiteur PD98059 
Les cellules SH-SY5Y sont ensemencées dans des plaques de Petri de 5 cm de diamètre. 
Le milieu est changé tous les quatre jours jusqu’à ~60 % de confluence des cellules. Le 
milieu est changé 48 heures avant de la stimulation. Le PD98059 est resuspendu dans 
du diméthylsulfoxide (DMSO) à une concentration finale de 100 mM, et stocké à –80°C 
jusqu’à son utilisation. La préparation de la morphine est réalisé comme décrit dans le 
paragraphe antérieur, et utilisé à une concentration finale de 1 µM. 
Les cellules sont incubées avec deux concentrations différentes (50 et 100 µM) de 
PD98059 ou avec un volume équivalent de DMSO pendant une heure, et puis elles sont 
stimulées pendant 5 minutes soit avec de la morphine 1µM soit avec le même volume 
d’eau bidistillé. Une boîte non stimulée sera utilisée comme valeur basale. L’expérience 
est alors réalisée selon le protocole décrit dans le paragraphe antérieur. 
 
 
4.12. OBTENTION D’UN CULOT CELLULAIRE POUR L’ELECTROPHORESE 
 
Pour la préparation du culot cellulaire, 250 µl de tampon d’homogénéisation (10 mM 
TRIS-HCl pH=6.8, 2 % SDS, 1mM EDTA) sont ajoutés contenant 10 µl/ml du cocktail 
d’inhibiteurs de protéases. L’échantillon est soniqué 2x5 sec à 4°C. 10 µl sont prélevés 
pour la détermination des protéines (méthode du BCA). Les protéines totales sont 
ajustées à 6 µg/ml avec du tampon d’homogénéisation (contenant le cocktail 
d’inhibiteurs de protéases) et finalement les protéines sont ajustées à 3 µg/ml avec du 
tampon Laemmli 2x concentré. Les échantillons sont bouillis à 95°C pendant 4 minutes 




4.13. QUANTIFICATION DES PROTEINES 
 
La quantification des protéines présentes dans les échantillons des cerveaux humains et 
des cerveaux des souris est déterminée par la méthode du BCA (Pierce, Illinois, USA) 
utilisant l’albumine de sérum bovine comme standard. Pour déterminer la quantité des 




4.14. ELECTROPHORESE (SDS-PAGE) 
 
La séparation des protéines présentes dans nos préparations se fait à l’aide de gels SDS-
PAGE permettant une séparation des protéines dans le gel selon leur poids moléculaire. 
Ces gels sont constitués par un gel de séparation et par un gel de concentration 
possédant des concentrations d’acrylamide bien spécifiques suivant les besoins de la 
séparation. Dans nos expériences, pour le gel de séparation, une concentration finale 
d’acrylamide du 7, 10 ou 12 % (selon la taille moléculaire de la protéine à mesurer) a 
été choisie et une concentration du 5 % pour le gel de concentration. La composition de 
ces deux gels est montrée dans le Tableau 10. 
 
 
Tableau 10-. Composition des gels d’acrylamide. 
GEL DE SÉPARATION 7 % 10 % 12 % GEL DE CONCENTRATION 5 % 
Acrylamide 30 % 2.4 ml 3.3 ml 3.9 ml Acrylamide 30 % 1 ml 
H2O bid. 4.2 ml 3.3 ml 2.7 ml H2O bid. 3.8 ml 
Tris-HCl 3 M pH=8.8 3.3 ml Tris-HCl 1 M pH=6.8 1 ml 
SDS 10 % 100 µl SDS 10 % 60 µl 
TEMED 5 µl TEMED 4 µl 
APS 10 % 100 µl APS 10 % 50 µl 
 
SDS : dodecyl sulfate de sodium ; TEMED : tétraméthyl-ethylène-diamine ; APS : persulfate 
d’ammonium ; H2O bid. : eau bidistillée. 
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Les dimensions des gels utilisés correspondent à : 6x8 cm avec 1 mm d’épaisseur. Un 
peigne en TeflonTM de 1 mm d’épaisseur a été utilisé de façon à former des puits (15) 
dans lesquels les échantillons seront chargés. Le tampon d’électrophorèse est le même 
pour les réservoir cathodique et anodique (25 mM TRIS-HCl pH=8.6, 0.2 M glycine, 
0.1 % SDS). Une tension électrique de 100 volts a été appliquée entre les électrodes. 
Une fois la migration terminée (approximativement 2-3 heures), les gels sont démoulés 
et ils sont, soit colorés (bleu de Coomassie), soit transférés sur des membranes de 
nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Germany). 
 
 
4.15. COLORATION DES GELS 
 
Les gels sont incubés toute la nuit dans une solution contenant 0.05 % de bleu de 
Coomassie, 45 % de méthanol et 9 % d’acide acétique. Puis ils sont décolorés dans une 
solution contenant 7.6 % d’acide acétique et 22 % de méthanol jusqu’à ce que les 
bandes de protéines apparaissent clairement (1 heure approximativement). 
 
 
4.16. TRANSFERT DES PROTEINES SUR MEMBRANE DE 
NITROCELLULOSE 
 
Le transfert des protéines se fait selon le procédé de Towbin (Towbin et al., 1979). Dans 
la cuve de transfert, le “sandwich” de transfert est réalisé selon les recommandations du 
fabricant (Bio Rad, Hercules, CA). Le transfert se fait dans du tampon Tris (25 mM 
TRIS, 0.2 M glycine et 20 % méthanol) Le transfert se fait sous agitation une nuit à 44 
volts et à 4°C ou pendant 2-3 heures à 100-110 volts dans un bac de glace. A la fin du 
transfert, les membranes sont lavées une demi-heure au PBS (142 mM NaCl, 3.6 mM 
KCl, 8.8 mM Na2HPO4 et 1.69 mM KH2PO4). 
 
 
4.17. IMMUNODETECTION DES PROTEINES 
 
Après le lavage, les membranes sont bloquées pendant une heure à 4°C à température 
ambiante dans une solution de blocage contenant 3 % de BSA et 0.5 % de Tween-20 
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dans du PBS (pour les anticorps anti-CREB et anti-PKA) ou 5 % de lait écrémé en 
poudre, 0.5 % de BSA et 0.2 % de Tween-20 dans du PBS (pour les autres anticorps 
utilisés). Les membranes sont ensuite incubées toute la nuit à 4 °C et sous agitation avec 
les anticorps primaires dilués à la dilution correspondant dans la solution de blocage. 
Après un nouveau lavage au PBS et un blocage de 30 minutes, les membranes sont 
incubées à température ambiante pendant 2 heures avec un anticorps secondaire couplé 
à une peroxydase : une IgG d’âne anti-lapin pour les anticorps polyclonaux, une IgG de 
mouton anti-souris pour les monoclonaux, tous les deux à une dilution de 1/5000 dans la 
solution de blocage et une IgG d’âne anti-chèvre à une dilution de 1/25000. La détection 
de l’activité peroxydasique se fait par chimiluminescence (ECL, Amersham). Après 
incubation avec le substrat luminescent, le luminol, les membranes sont emballées dans 
une feuille de cellophane (saran WARP) et mises en contact avec des films sensibles 
aux rayons-X (Hyperfilm-ECL, Amersham). Les bandes spécifiques obtenues sur le 
film seront ensuite quantifiées par densitométrie. Les membranes pourront être rincées 
au PBS et réincubées avec un nouvel anticorps après “striping”. Le “striping” consiste à 
enlever les anticorps fixés aux protéines de la membrane pour pouvoir tester de 
nouveaux anticorps. Pour ce faire, les membranes sont incubées pendant 30 minutes à 
60 °C dans une solution contenant 40 mM de TRIS-HCl pH=6.8, 55 mM de SDS et  
0.6 % de β-mercaptoéthanol. Ces membranes sont ensuite bien lavées au PBS et 




4.18. QUANTIFICATION DES PROTEINES PAR DENSITOMETRIE 
 
La quantification des protéines révélées par immunodétection se fait par densitométrie. 
Dans une expérience type pour mesurer l’état de NFs chez le cortex frontal humain, 
deux concentrations différentes en duplicata de contrôles et d’addicts (20 et 40 µg) sont 
chargées, ainsi que deux concentrations différentes de NFs standard (570 ng et 380 ng). 
Après détection par chimiluminescence le film est scanné et une exemple d’image 





Figure 2. Exemple d’une mise en évidence d’une sous-unité des NFs (NF-L). Le 
chargement de protéine total est de 380 et de 570 ng de standard de NFs ainsi que 20 et 40 
µg pour le contrôle et l’addict. Le contrôle est le sujet 10 et l’addict est le sujet 20. Voir 




Tout d’abord chaque bande est sélectionnée ainsi qu’une zone ne contenant pas de 
bande qui représentera le bruit de fond. Une tableau est alors créé permettant de 
répertorier toutes les informations concernant ces zones sélectionnées (Tableau 11). 
Pour chaque bande, le logiciel mesure l’aire (Area) de celle-ci (en mm2) et la multiplie 
par la densité mesurée (Mean OD) afin d’obtenir une densité optique intégrée (Adj. 
Volume OD x mm2) ou IOD. Comme toutes les valeurs sont obtenues en duplicata, la 
valeur moyenne des IODs pour chaque sujet est ensuite calculée et le pourcentage de 
variation dans l’état des NFs chez les addicts aux opiacés versus les contrôles est alors 
déterminé, en considérant l’immunoréactivité de ces derniers comme étant de 100 %. La 
quantité de NFs est exprimée en ng de NFs par µg de protéines totales. Pour ces calculs 
sont utilisées les valeurs des IODs de 570 ng du standard de NFs en sachant que dans 
ces 570 ng de standard de NFs il y a 327 ng de NF-H, 100 ng de NF-M et 92 ng de  




IOD d’une sous-unité particulière de NFs X ng de sa valeur standard 
IOD standard 





Le résultat sera exprimé en ng de la sous-unité mesurée par µg de protéines totales. 
Pour les autres protéines étudiées seule la valeur de 40 µg (par duplicata) de 
concentration totale de protéine des contrôles et d’addicts est utilisée. 
 
 
Tableau 11-. Informations données par le densitomètre après l’analyse de l’image scannée. 
Ces données correspondent à l’image de la Figure 2. 
 




Adj Volume  
OD x mm² 
Concentration
1 R1 std380 10.007 0.991 9.916 N/A 
2 R2 std380 10.878 0.908 9.883 N/A 
3 R3 C20 5.705 0.742 4.232 N/A 
4 R4 C20 5.824 0.634 3.695 N/A 
5 R5 H20 3.825 0.384 1.470 N/A 
6 R6 H20 3.790 0.451 1.708 N/A 
7 R7 C40 7.549 0.860 6.488 N/A 
8 R8 C40 6.324 0.986 6.237 N/A 
9 R9 H40 4.593 0.481 2.208 N/A 
10 R10 H40 4.534 0.419 1.898 N/A 
11 R11 std570 12.623 1.073 13.538 N/A 
12 R12 std570 12.548 1.071 13.442 N/A 




4.19. LINEARITE DE LA CONCENTRATION DES PROTEINES POUR LE 
WESTERN BLOTTING 
 
Pour les différentes protéines mesurées dans cette étude l’intensité de chaque protéine 
spécifique est dépendante de la concentration de protéines totales dans les échantillons  
(10-80 µg) ce qui résulte dans un bon rapport et significative (linéarité des protéines : 
protéine total versus densité optique intègre) (Figure 3, exemples de la linéarité de la  
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Dans les expériences réalisées dans le cerveau humain, les résultats sont exprimés en 
pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui des contrôles fixés à 
100±1. Pour l’évaluation statistique de ces résultats, le test t unilatéral (dans cet étude 
identique au test t bilatéral) ou le test t de Student bilatéral ont été utilisée. Le 
coefficient de corrélation de Pearson a été mesuré pour analyser l’association possible 
entre les variables étudiées. Le seuil critique choisi est de p = 0.05. Dans les expériences 
avec les animaux, les données sont exprimées comme la différence du pourcentage 
moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui du groupe saline. L’évaluation des 
résultats a été réalisée par de l’analyse de la variance unidimensionnelle (ANOVA one 
way) suivie par les tests de comparaison multiple de Bonferroni ou de Scheffé. Le seuil 







5.1. ETUDES DU CERVEAU HUMAIN POST-MORTEM 
 
 
5.1.1. STATUT DU RECEPTEUR µ-OPIOIDE DANS LES CERVEAUX 
D’ADDICTS AUX OPIACES 
 
5.1.1.1. Caractéristiques de l’antisérum Mu/2EL. 
Les taux du récepteur µ ont été mesurés avec l’antisérum Mu/2EL (Garzón et Sánchez-
Blázquez, 1995) qui reconnaît une séquence peptidique de la deuxième boucle 
extracellulaire du récepteur (peptide 208-216 ; séquence d’acides aminés : 
TKYRQGSID). La production et la spécificité de cet antisérum pour l’immunodétection 
des récepteurs µ dans les cerveaux de rats et de souris a été décrit ailleurs (Sánchez-
Blázquez et al., 1997 ; Garzón et al., 1999). Dans le cerveau humain l’anticorps détecte 
principalement une bande de 66 kDa ainsi qu’une deuxième bande moins importante 
plus faible de ~85 kDa (Figure 4) identiques à celles que sont reconnues dans les 
cerveaux de rats et de souris (Sánchez-Blázquez et al., 1997 ; Garzón et al., 1999). Ces 
deux protéines sont des protéines glycosilées parce qu’après la suppression des 
oligosacharides par un traitement enzymatique ou chimique, les signaux 
d’immunoréactivité se déplacent vers une valeur inférieure d’environ 40 kDa (Sánchez-
Blanquéz et al., 1997) qui correspond à la taille du récepteur µ non glycosilé (Garzón et 
al., 1995). 
 
5.1.1.2. Effet du PMD et de l’âge sur l’immunoréactivité du récepteur µ. 
 
Bien qu’il n’existe pas des différences de PMD et d’âge entre le groupe d’addicts aux 
opiacés (PMD : 31±5 heures ; âge: 37±4 ans) et le groupe de contrôles (PMD : 32±5 
heures ; âge: 31±2 ans), l’influence de ces variables sur l’immunoréactivité du récepteur 
µ a été étudiée pour déterminer le schème de dégradation de cette protéine dans le 
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cerveau humain. Aucun effet de ces deux variables sur l’immunoréactivité du récepteur 
µ a été mis en évidence (données non montrées). 
 
5.1.1.3. Densité du récepteur µ dans les cerveaux d’addicts aux opiacés. 
Les valeurs moyennes d’immunoréactivité spécifique du récepteur µ (bande de 66 kDa) 
montrent une diminution dans les cerveaux d’addicts aux opiacés décédés par overdoses 
comparées à celles de sujets contrôles appariés par le sexe, l’âge et le PMD (22±4 %,  
n = 25, t = 5.42, p <0.0001) (Figure 4). 
La diminution des taux d’immunoréactivité du récepteur µ dans les cerveaux d’addicts 
aux opiacés n’est pas corrélée de façon significative avec la concentration plasmatique 
des opiacés (r = -0.08, n = 25, p = 0.71 ; valeurs comprises entre 0.2 et 2.0 µg/ml). 
L’utilisation de cocaïne par quatre addicts aux opiacés, ne semble pas altérer la 
diminution d’immunoréactivité du récepteur µ chez ces sujets. De la même façon, la 
présence d’éthanol dans 11 échantillons de cerveau d’addicts aux opiacés (0.71±0.24 
g/l, n = 11) n’a pas d’influence sur la diminution d’immunoréactivité du récepteur µ  
(26 %, n = 11, p <0.0001). Par contre la présence d’autres substances dans le sang de 
quatre addicts aux opiacés (citalopram et velanfaxine à des doses toxiques, quinine et 
chloroquine à des doses thérapeutiques), semble altérer faiblement la diminution de 
l’immunoréactivité du récepteur µ (3±12 %, n = 4, p = 0.83, n.s.) par rapport à celle des 
addicts aux opiacés dont aucune autre substance n’a été détectée dans le sang (“drug-
free”) (26±4 %, n = 21, t = 6.55, p <0.0001). Ces données suggèrent que la diminution 
de l’immunoréactivité du récepteur µ observée dans les cerveaux d’addicts aux opiacés 
n’est pas liée à ces variables. Finalement il n’y a pas de différences significatives de 
l’immunoréactivité du récepteur µ entre les addicts aux opiacés décédés d’une overdose 
d’héroïne et ceux décédés d’une overdose de méthadone (héroïne 30±5 %, n = 13,  
t = 5.83, p <0.0001 ; méthadone 14±6 %, n = 12, t = 2.41, p = 0.03) (Figure 4). 
La diminution de l’immunoréactivité du récepteur µ dans le cerveau humain suggère 







5.1.2. REGULATION DU RECEPTEUR µ-OPIOIDE PAR LES PROTEINES 
GRKs ET β-ARRESTIN2 DANS LES CERVEAUX D’ADDICTS AUX OPIACES. 
 
5.1.2.1. Caractéristiques des anticorps utilisés pour l’immunodétection des kinases 
GRKs et de la protéine β-arrestin2 dans le cerveau humain. 
Les niveaux d’immunoréactivité des kinases GRK2 et GRK6 ainsi que ceux de la 
protéine β-arrestin2 dans le cerveau humain, ont été mesurés avec des anticorps 
polyclonaux spécifiques. L’analyse par immunoblotting du cortex préfrontal humain 
avec un anticorps anti-GRK2 qui reconnaît la région C-terminale de la protéine, montre 
la présence de deux bandes de 80 et ~74 kDa respectivement (Figure 5, en haut). Ces 
résultats sont en accord avec d’autres études avec différents antisérum anti-GRK2 
(García-Sevilla et al., 1999 ; Ozaita et al., 1998). La protéine de 80 kDa correspond à la 
kinase GRK2, alors que la protéine de ~74 kDa correspond à un produit de dégradation 
de la kinase (Penela et al., 1998). En effet, l’incubation de l’anticorps anti-GRK2 avec 
son peptide antigénique (préabsorption de l’anticorps) résulte en un blocage spécifique 
de l’immunoréactivité de la kinase GRK2 (80 kDa) et d’autres protéines apparentées 
inconnues (produits de dégradation), ce qui confirme la spécificité de l’anticorps  
(Figure 5, en haut). 
Dans le cortex préfrontal humain, l’anticorps anti-GRK6 utilisé (qui reconnaît la région 
C-terminale de la protéine) réagit principalement avec une protéine de ~66 kDa (Figure 
5, au milieu) qui correspond bien avec la taille décrite habituellement pour la kinase 
GRK6 (Ferguson, 2001). D’autres protéines apparentées inconnues (80~kDa et ~40-50 
kDa) peuvent aussi être visualisées avec cet anticorps (Figure 5, au milieu) mais, de la 
même manière que pour la kinase GRK2, les protéines de poids moléculaire plus faible 
pourraient être des produits de dégradation de la kinase GRK6, et la protéine de ~80 
kDa pourrait correspondre à la kinase GRK2 elle-même. En effet, quand l’anticorps est 
préabsorbé, la protéine de ~80 kDa est l’unique a être encore visualisée (Figure 5, au 
milieu), ce qui suggère qu’il y a une réaction croisée de l’anticorps anti-GRK6 avec la 
protéine GRK2. En effet, l’immunoréactivité de la bande de ~80 kDa correspond très 
bien, tant en poids moléculaire qu’au niveau morphologique, avec la bande 
correspondant à la protéine GRK2 après stripping et reblotting (pour plus de détailles 
voir Matériel et Méthodes) avec l’anticorps anti-GRK2. 
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La protéine β-arrestin2 est immunodétectée dans le cortex préfrontal humain avec un 
anticorps qui reconnaît la région N-terminale de la protéine et qui réagit spécifiquement 
avec une bande d’environ 46 kDa qui correspond à la taille décrite dans la littérature 
pour cette protéine (Ferguson, 2001) (Figure 5, en bas). De nouveau, l’incubation 
préalable de l’anticorps anti- β-arrestin2 avec le peptide antigénique (préabsorption de 
l’anticorps) résulte en un blocage complet de l’immunoréactivité de la bande de ~46 
kDa (β-arrestin2) (Figure 5, en bas). 
Finalement, dans cette étude des protéines impliquées dans la régulation homologue du 
récepteur µ, l’α-internexine, une protéine du cytosquelette appartenant aux filaments 
intermédiaires neuronaux, a été choisie comme protéine contrôle. L’α-internexine est 
immunodétectée avec un anticorps spécifique de l’extrémité C-terminale de la protéine, 
et qui reconnaît principalement une bande de ~66 kDa, qui correspond à la taille de la 
protéine décrite antérieurement (Lee et Cleveland, 1996) (Figure 7B). 
 
5.1.2.2. Effet du PMD et de l’âge sur l’immunoréactivité des kinases GRKs et de la 
protéine β-arrestin2. 
L’influence du PMD et de l’âge a été mesuré sur l’immunodensité des kinases GRKs et 
de la protéine β-arrestin2 pour déterminer l’éventuel modèle de dégradation de ces 
protéines dans le cerveau humain. Dans le cortex préfrontal de sujets contrôles sains, les 
immunodensités de la GRK2, de la GRK6 et de la β-arrestin2 diminuent avec la durée 
du PMD (valeurs comprises entre 3 et 81 heures) (Figure 6, en haut). Avec ce modèle 
décroisant linéaire, la diminution moyenne par 12 heures de PMD (de 12 à 72 heures) 
est de 9 à 11 % (11 % pour la GRK2, 9 % pour la GRK6 et  9 % pour la β-arrestin2). 
Les immunodensités de GRK2, GRK6 et de la β-arrestin2 sont diminuées en fonction de 
l’âge (Figure 6, en bas). Dans le cortex préfrontal des sujets contrôles sains, il y a une 
corrélation négative entre l’abondance de la GRK2 (r = -0.71, p = 0.01, n = 12), de la 
GRK6 (r = -0.61, p = 0.03, n = 12) et de la β-arrestin2 (r = 0.54, p = 0.07, n = 12) et 
l’âge qu’avaient les contrôles au moment du décès (valeurs comprises entre 16 et 87 
ans). Dans ce modèle décroisant linéaire, la diminution moyenne par décennie (de 20 à 
80 ans) est de 3 à 5 % (4.5 % pour la GRK2, 4.6 % pour la GRK6 et 3 % pour la  
β-arrestin2) (Figure 6, en bas). 
 76
5.1.2.3. Densité des protéines régulatrices du récepteur µ dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés. 
Une diminution des taux de GRK2 (18±8 %, n = 25, t = 2.4, p = 0.03), de GRK6  
(23±7 %, n = 25, t = 3.36, p = 0.003) et de β-arrestin2 (21±5, n = 25, t = 4.14,  
p = 0.0004) a été trouvée dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés appariés à des 
contrôles par le sexe, l’âge et le PMD (Figures 7A et 7B). Par contre dans ces même 
sujets il n’y a pas de changements dans les taux de l’α-internexine (99±6 %, n = 25,  
t = 0.09, n.s.) (Figures 7A et 7B) ce qui indique que les altérations trouvées n’affectent 
pas l’ensemble des protéines neuronales. 
Les taux de β-arrestin2 ne sont pas corrélés de manière significative à ceux de GRK2  
(r = 0.31, n = 25) (Figure 7C), cependant, dans les cerveaux d’addicts aux opiacés, 
l’immunoréactivité de β-arrestin2 est significativement corrélée avec celle de GRK6  
(r = 0.64, n = 25, p= 0.0006) (Figure 7D). Par ailleurs il n’y a pas de corrélation 
significative entre la quantité de GRK2 et celle de la GRK6 (r = 0.04, n = 25) (Figure 
7E). Ces données révèlent que la kinase GRK6 (plutôt que la kinase GRK2) et la  
β-arrestin2 semblent jouer un rôle dans les mécanismes de régulation homologue du 
récepteur µ dans les processus d’addiction aux opiacés. 
Le groupe d’addicts aux opiacés n’ayant pas consommé d’autres substances n’ont pas 
de valeurs d’immunoréactivité différentes de celles de l’ensemble du groupe d’addicts 
pour les protéines régulatrices (GRK2 : 20±8, n = 17, t = 2.60, p = 0.02 ; GRK6 : 23±8, 
n = 17, t = 2.97, p = 0.009 ; β-arrestin2 : 21±5, n = 17, t = 4.50, p = 0.0004). La 
concentration plasmatique d’opiacés dans le sang d’addicts aux opiacés n’est pas 
corrélée à la quantité de GRK2 (r = -0.19, n = 25, p = 0.37), de GRK6 (r = 0.22, n = 25, 
p = 0.30) de β-arrestin2 (r = 0.20, n = 25, p = 0.35) ou de α-internexine (r = -0.03,  
n = 25, p = 0.89). La présence d’éthanol n’influence pas les altérations 
d’immunoréactivités de différentes protéines régulatrices (GRK2, r = 0.35, n = 11,  
p = 0.29 ; GRK6, r = 0.31, n = 11, p = 0.35 ; β-arrestin2, r = 0.49, n = 11, p = 0.13) de 
même que pour l’α-internexine ( r = 0.24, n = 11, p = 0.47). Finalement, l’utilisation de 
cocaïne ou d’autres substances par huit addicts aux opiacés, ne semble pas avoir 
d’influence sur les immunodensités des différentes protéines régulatrices étudiées. 
Il y a de petites différences de l’immunoréactivité des protéines GRK2 (héroïne 78±10, 
n = 13, t = 2.19, p = 0.05 ; méthadone 86±12, n = 12, t = 1.20, n.s), de GRK6 (héroïne  
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85±8, n = 13, t = 1.93, n.s. ; méthadone 69±11, n = 12, t = 2.78, p = 0.02) et de  
β-arrestin2 (héroïne 76±6, n = 13, t = 4.14, p = 0.001 ; méthadone 82±9, n = 12,  
t = 2.07, n.s.) entre les addicts aux opiacés décédés d’une overdose d’héroïne et ceux 
décédés d’une overdose de méthadone. Ces différences sont plus importantes au niveau 
de l’immunodensités de la kinase GRK6, ce qui suggère que les altérations de cette 
kinase chez les addicts aux opiacés sont induites principalement par l’action de 
l’héroïne sur le récepteur µ, plutôt que par l’action de la méthadone. Par contre il n’y a 
pas d’altérations de l’immunoréactivité de l’α-internexine (héroïne 106±9, n = 13,  
t = 0.65, n.s. ; méthadone 93±8, n = 12, t = 0.89, n.s.) dans ces deux sous-groupes 
d’addicts aux opiacés. 
 
5.1.2.4. Relation entre le récepteur µ-opioïde et les protéines impliquées dans la 
régulation homologue du récepteur 
Il n’a pas été observé de corrélations significatives entre les valeurs d’immunoréactivité 
du récepteur µ (paragraphe 5.1.1.3) et ceux de la protéine GRK2 (r = -0.17, n = 25), de 
la protéine GRK6 (r = 0.02, n = 25), de la protéine β-arrestin2 (r = 0.11, n = 25) et de 
l’α-internexine (r = -0.36, n = 25). 
 
 
5.1.3. STATUT DE LA VOIE DE L’AMPc DANS LE CERVEAU D’ADDICTS 
AUX OPIACES 
 
5.1.3.1. Caractérisation des anticorps utilisés pour l’immunodétection des 
protéines appartenant à la voie de l’AMPc. 
Les taux de la sous-unité catalytique α de la kinase PKA et ceux des formes totales 
(tCREB) et phosphorylées (pCREB) du facteur de transcription CREB ont été mesurés 
avec des anticorps polyclonaux spécifiques. L’anticorps contre la sous-unité catalytique 
α de la kinase PKA reconnaît un doublet à 40 kDa, la densité optique la plus forte 
correspond à la bande de taille moléculaire plus faible (Figures 8 et 9B). Cet anticorps 
peut réagir de façon croisée avec d’autres sous-unités catalytiques de la kinase PKA 
(comme les sous-unités catalytiques β ou γ), ce qui pourrait expliquer la présence de la 
bande d’immunodensité plus faible (Odagaki et al., 2001). L’anticorps contre la forme 
phosphorylée du facteur de transcription CREB reconnaît plusieurs bandes, dont 
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principalement une bande de 43 kDa. L’anticorps contre les formes phosphorylées et 
non-phosphorylées (valeurs totales de CREB) reconnaît aussi plusieurs bandes, dont 
deux bandes principales de ~55 kDa et de 43 kDa, cette dernière correspond à tCREB 
(Dowlatshahi et al., 1999) (Figure 8 et 9B). 
 
5.1.3.2. Effet du PMD et de l’âge sur les protéines cibles de la voie de l’AMPc. 
Bien qu’il n’y ait pas de différences entre le PMD et l’âge des addicts aux opiacés (34±4 
heures, 31±2 ans) et des contrôles (34±6 heures, 33±3 ans) ces deux variables ont été 
testées dans des échantillons de cortex préfrontal de 14 sujets contrôles sains (valeurs de 
PMD comprises entre 3 et 81 heures ; âge compris entre 15 et 52 ans). Aucune 
différence significative n’est apparue sur les deux variables étudiées (Figure 8). 
 
5.1.3.3. Densité des protéines PKA, tCREB et pCREB dans les cerveaux d’addicts 
aux opiacés. 
Les valeurs moyennes d’immunoréactivité de la sous-unité catalytique α de la kinase 
PKA (99±6 %, n = 24, t = 0.16, n.s.), de la pCREB (105±7 %, n = 24, t = 0.75, n.s.) et 
de la tCREB (95±2 %, n = 24, t = 2.09, n.s.) ne montrent aucune différence significative 
entre les addicts aux opiacés décédés par overdose et les contrôles appariés par le sexe, 
l’âge et le PMD (Figure 9A), mais il y a une variabilité importante des valeurs 
individuelles d’immunoréactivité de la PKA (de 54 à 159 %) et de la pCREB (de 40 à 
171 %). 
Les valeurs moyennes d’immunoréactivité de la PKA, de la pCREB et de la tCREB 
obtenues pour le groupe d’addicts aux opiacés dont aucune autre substance que les 
opiacés est détectées dans le sang (drug-free) ne sont pas différentes de celles obtenues 
par l’ensemble du groupe d’addicts aux opiacés. Dans ce groupe d’addicts aux opiacés 
la concentration plasmatique d’opiacés n’a pas d’influence sur les taux des différentes 
protéines de la voie de l’AMPc étudiées (PKA : r = - 0.32, n = 24 ; pCREB : r = -0.09,  
n = 24 ; tCREB : r = -0.14, n = 24). De même, la présence d’éthanol (0.64±0.25, n = 10) 
n’a pas d’effet sur les valeurs d’immunoréactivité de la PKA (r = - 0.17, n = 10), de la 
pCREB (r = 0.01, n = 10) ni de la tCREB (r = 0.08, n = 10) de même que la présence de 
cocaïne ou d’autres substances. Finalement il n’y a pas de différences significatives des  
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taux de PKA, de pCREB et de tCREB entre les addicts aux opiacés décédés d’une 
overdose d’héroïne et ceux décédés d’une overdose de méthadone (données non 
montrées). 
 
5.1.3.4. Relation entre PKA et CREB 
 
Comme montré dans la Figure 9C, il existe une corrélation fortement positive entre les 
valeurs individuelles d’immunoréactivité de la sous-unité catalytique α de la PKA et 
celles de la forme phosphorylée de CREB (r = 0.72, n = 24, p <0.0001) dans le cortex 
préfrontal du cerveaux d’addicts aux opiacés. Toutefois, chez ces mêmes sujets il n’y a 
pas de corrélation significative entre la densité des valeurs individuelles de la PKA et 
celles de la tCREB (r = 0.18, n= 24) (Figure 9 D) ni entre les formes phosphorylées 
(pCREB) et totales (tCREB) du facteur de transcription CREB (r = -0.18, n = 24). 
Ces données indiquent que même sans changements importants de l’immunoréactivité 
des protéines de la voie de l’AMPc dans les cerveaux d’addicts aux opiacés 
probablement dus à la grande variabilité de valeurs individuelles, il existe dans chaque 
sujet une forte relation positive entre la sous-unité catalytique α de la PKA et la forme 
phosphorylée et active du facteur de transcription CREB, ce qui confirme l’importance 
de la kinase PKA dans les mécanismes d’activation de CREB. 
 
 
5.1.4. ETAT DE LA VOIE DES MAPKs DANS LE CERVEAU D’ADDICTS AUX 
OPIACES 
 
5.1.4.1. Caractérisation des anticorps pour l’identification dans le cerveau humain 
des protéines appartenant à la voie de MAPKs. 
La voie de MAPKs a été étudiée avec des anticorps monoclonaux spécifiques des 
protéines Ras et c-Raf-1, et avec des anticorps polyclonaux spécifiques des formes 
totales et phosphorylées des kinases MEK1/2 et ERK1/2 (Figures 10, 11B et 11C). 
L’anticorps qui reconnaît la protéine Ras, détecte une seule bande à 21 kDa, qui 
correspond à la taille décrite dans la littérature (van Biesen et al., 1996). 
L’anticorps dirigé contre la protéine c-Raf-1 détecte aussi une seule bande à 74 kDa qui  
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correspond parfaitement aux données fournies par la littérature (Sugden et Clerk, 1997). 
La forme phosphorylée de la kinase MEK1/2 (pMEK1/2) est reconnue par l’anticorps 
utilisé, seulement si la protéine est phosphorylée sur les sérines 217 et 221. En plus, il 
n’existe pas de réactions croisées avec d’autres membres de la famille des MAPKs. 
L’anticorps réagit de manière équivalente si la protéine est phosphorylée seulement sur 
la sérine 217, mais il réagit plus faiblement si la sérine 221 est phosphorylée (c.f. feuille 
descriptive des anticorps, New England BioLabs Inc, USA). Les forme totales, 
phosphorylée et non-phosphorylée, de MEK1/2 sont détectées comme une bande à  
42 kDa. Une deuxième bande à ~30 kDa est aussi reconnue par l’anticorps anti-
tMEK1/2, qui pourrait être un produit de dégradation.  
L’anticorps anti-pERK1/2 reconnaît les kinases ERK1 et ERK2 quand elles sont 
phosphorylées sur la thyrosine 204. Il n’existe pas de réactions croisées avec d’autres 
protéines appartenant à la même famille. Cet anticorps reconnaît trois protéines de 42, 
44 et ~85, kDa, qui correspondent respectivement aux kinases ERK2 et ERK1 et à une 
protéine apparentée inconnue. La bande de ~85 kDa sera utilisée comme un contrôle 
interne. Les niveaux d’ERK totale (tERK1/2) sont mis en évidence avec un anticorps 
qui détecte une seule bande de 42 kDa. 
 
5.1.4.2. Effet du PMD et de l’âge sur les protéines appartenant à la voie des 
MAPKs. 
Pour étudier un effet possible du PMD et de l’âge au moment du décès sur les protéines 
appartenant à la voie des MAPKs dans le cerveau humain, 12 sujets contrôles sains 
(valeurs de PMD comprises entre 2 et 62 heures ; valeurs de l’âge comprises entre 18 et 
52 ans) ont été analysés. Aucun effet de ces deux variables sur les immunoréactivités 
des protéines Ras, c-Raf1, tMEK et tERK a été mis en évidence (Figure 10). Par contre 
l’immunoréactivité de la forme phosphorylée de la kinase ERK1/2 est très fortement 
diminuée à partir d’un PMD de 48 heures (Figure 10). L’effet du PMD sur la protéine 
pERK1/2 nous oblige à choisir, pour l’étude de la voie des MAPKs dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés, des sujets avec un PMD plus court que 30 heures, pour éviter 
l’influence de cette variable sur nos résultats. 
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5.1.4.3. Densité des protéines de la voie des MAPKs dans le cerveau d’addicts aux 
opiacés. 
Dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés appariés à des sujets contrôles par le 
sexe, l’âge et le PMD, il n’y a pas de changement dans les taux de la protéine Ras (96±5 
%, n = 12, t = 0.79, n.s.) ni de la protéine tERK1/2 (100±3 %, n = 12, t = 0.06, n.s.). 
Dans les mêmes sujets il y a une faible diminution de l’immunodensité de la protéine c-
Raf-1 (16±6 %, n = 12, t = 2.67, p = 0.02) et de tMEK1/2 (12±2 %, n = 12, t = 5.71,  
p = 0.0001). Cependant, les formes phosphorylées des kinases pMEK1/2 (85±7 %,  
n = 12, t = 13.15, p <0.0001) et pERK1/2 (81±6 %, n = 12, t = 13.25, p <0.0001) sont 
très fortement diminuées dans les cortex préfrontal d’addicts aux opiacés (Figure 11). 
Ces résultats sont similaires à ceux obtenus avec les addicts aux opiacés n’ayant pas 
consommé d’autres substances (drug-free). Les autres variables comme la quantité 
d’éthanol, la concentration plasmatique d’opiacés et la présence d’autres substances 
dans le sang n’ont pas d’influence sur les taux finaux d’immunoréactivité des protéines 
de la voie des MAPKs étudiées dans le cerveau d’addicts aux opiacés (données non 
montrées). 
Ces résultats suggèrent que dans les processus d’addiction aux opiacés dans le cerveau 
humain la voie des MAPKs est très fortement altérée, avec une diminution importante 
des densités des formes phosphorylées des kinases MEK1/2 et ERK1/2. Cette 
diminution pourrait être en relation avec un turnover très rapide des deux kinases, 
comme cela a déjà été démontré dans les processus d’addiction pour la kinase PKC 
(Ventayol et al., 1997). L’altération de la kinase pERK1/2 devrait induire des 
modifications de l’état de phosphorylation des substrats de cette kinase, comme des 
protéines du cytosquelette (comme les neurofilaments) ou des facteurs de transcription. 
 
 
5.1.5. ETUDE DE LA MODULATION DES NEUROFILAMENTS DANS LE 
CERVEAU D’ADDICTS AUX OPIACES 
 
5.1.5.1 Caractérisation des anticorps spécifiques des différentes sous-unités de NFs. 
Les anticorps dirigés contre les NFs ont été testés pour leur spécificité vis à vis des 
formes phosphorylées ou non phosphorylées des différentes sous-unités des NFs dans le  
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cerveau humain. Les anticorps SMI-32 (NF-H), RMO-270 (NF-M), NR-4 (NF-L), et 
d’une manière moins importante l’anticorps M-20 (NF-M) réagissent principalement 
avec des épitopes non-phosphorylés des sous-unités correspondantes, comme cela a été 
montré dans l’expérience de déphosphorylation enzymatique des NFs avec la 
phosphatase alcaline (Figure 12 et Matériel et Méthodes). Toutefois, les anticorps  
SMI-31, RMO-24 et NE-14 (tous les trois reconnaissent la sous-unité NF-H) et 
l’anticorps RMO-281 (NF-M) réagissent spécifiquement avec des épitopes 
phosphorylés des sous-unités de NFs correspondantes. C’est-à-dire, que la 
déphosphorylation enzymatique des protéines NF-H et NF-M avec la phosphatase 
alcaline supprime les bandes reconnues par l’anticorps (Figure 12). L’anticorps SMI-31 
réagit aussi faiblement avec des épitopes phosphorylés de la sous-unité NF-M  
(Figure 12). 
La protéine spécifique de cellules gliales GFAP est reconnue avec un anticorps 
polyclonal, lequel reconnaît une bande principale de 49 kDa qui correspond à la 
protéine native et un à groupe de nombreux produits de dégradation (bandes de 37 à 49 
kDa) comme cela a déjà été décrit (Newcombe et al., 1986; David et al., 1997)  
(Figure 18). 
L’anticorps anti-PP2A reconnaît une seule bande à 36 kDa. 
 
5.1.5.2. Effet du PMD et de l’âge sur les NFs dans le cerveau humain. 
Bien qu’il n’existe pas des différences de PMD et d’âge entre le groupe d’addicts aux 
opiacés (PMD : 31±5 heures ; âge: 37±4 ans) et le groupe de contrôles (PMD : 32±5 
heures ; âge: 31±2 ans), l’influence de ces variables sur l’immunoréactivité de NFs a été 
étudiée pour déterminer le schème de dégradation de ces protéines dans le cerveau 
humain. Chez des sujets contrôles avec des valeurs de PMD de 16 à 48 heures et des 
tranches d’âge comprises entre 18 et 52 ans, il n’y a pas d’altérations des 
immunodensités des sous-unités de NFs (NF-H phosphorylé ; NF-M non phosphorylé ; 
NF-L non-phosphorylé) (Figure 13) dans le cortex préfrontal (valeurs comprises entre 
16 et 62 heures du PMD : r = -0.26 à –0.35, n = 9, n.s ; valeurs de l’âge comprises entre 
18 et 52 ans : r = -0.03 à 0.34, n = 9, n.s.). A partir des PMD de 62 heures 
l’immunoréactivité des sous-unités NF-H et NF-M est diminuée (environ 20 %). Par 
contre la sous-unité NF-L montre une très faible diminution d’immunoréactivité pour  
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des PMD équivalents. Comme les addicts aux opiacés sont appariés avec de contrôles 
par le PMD et par l’âge, il est très peu probable que ces variables puissent influencer les 
résultats de cette étude (voir paragraphe suivant). 
Aucune altération due au PMD ou à l’âge des niveaux d’immunoréactivités de la 
phophatase PP2A n’a été observée dans le cerveau humain (PMD compris entre 2-81 
heures ; âge des addicts aux opiacés au moment du décès compris entre 16-87 ans) 
(données non montrée). 
 
5.1.5.3. Taux des formes non-phosphorylées de NFs dans les cerveaux d’addicts 
aux opiacés. 
Les taux de sous-unités de NFs non-phosphorylés se trouvent diminués dans le cortex 
préfrontal d’addicts aux opiacés. Ainsi, des diminutions significatives de 
l’immunoréactivité de NF-H (42±10 %, n = 12, t = 4.40, p = 0.001) et de NF-L (30±8 
%, n = 12, t = 3.97, p = 0.002) ont été trouvées dans les cerveaux d’addicts aux opiacés 
appariés par le sexe, l’âge, et le PMD à des contrôles (Figures 14A et 15). Dans ces 
mêmes sujets la diminution de la sous-unité NF-M non-phosphorylée (14±7 %, n = 12,  
t = 2.12, p >0.05) n’est pas statistiquement significative (Figures 14A et 15). Cette 
même diminution de la quantité de NF-M non-phosphorylé (diminution détectée avec 
l’anticorps M-20 qui réagi de manière indépendante de l’état de phosphorylation de la 
protéine NF-M) est confirmée avec l’utilisation de l’anticorps RMO-270 qui reconnaît 
un épitope non-phosphorylé de NF-M (16±10 %, n = 12, t = 1.52, p >0.05) (Figure 
16B). Des résultats similaires ont été obtenus pour les addicts aux opiacés qui n’avaient 
pas d’autres substances que d’opiacés dans le sang ; c’est-à-dire une diminution 
significative pour la sous-unité NF-H (33±13 %, n = 8, t = 2.63, p = 0.03) et pour la  
NF-L (29±8 %, n = 8, t = 3.62, p = 0.009), et une diminution de NF-M non significative 
(10±6 %, n = 8, t = 1.67, p = 0.2). D’ailleurs, ces diminutions sont similaires dans les 
cerveaux d’addicts qu’ils soient décédés d’une overdoses d’héroïne ou de méthadone. 
Avec l’utilisation de la préparation purifiée des NFs obtenue à partir de moelle épinière 
humaine (voir Matériel et Méthodes pour plus de détails), les quantités réelles des 
différentes sous-unités de NFs non-phosphorylés dans les contrôles et dans les addicts 
aux opiacés ont été calculées. Les diminutions d’immunoréactivité des NFs dans les 
cerveaux d’addicts aux opiacés montrent de changements de la quantité absolue des 
protéines de NFs (diminution mesurée en ng de NF/µg de protéine totale, NF-H : 32 %,  
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p <0.05 ; NF-M : 9 %, p >0.05 ; NF-L : 29 %, p <0.05) (Figure 14B). De plus les 
proportions entre les valeurs obtenues pour les cerveaux de contrôles (NF-H : 41 %, 
NF-M : 47 %, NF-L : 12 %) et celles obtenues pour les addicts aux opiacés (NF-H :   
36 %, NF-M : 53 %, NF-L : 11 %) sont similaires. Ces résultats confirment que la 
proportion des trois sous-unités des NFs est respectée aussi bien chez les addicts aux 
opiacés que chez les contrôles, confortant ainsi l’idée qu’une certaine stœchiométrie 
doit être respectée (Lee et al., 1993 ; Xu et al., 1993 ; Marszalek et al., 1996)  
(Figure 14B). 
La réduction des immunoréactivités des trois sous-unités de NFs non-phosphorylés dans 
les cerveaux d’addicts aux opiacés n’est pas corrélée de manière significative avec la 
concentration plasmatique d’opiacés dans le sang de ces sujets (r = -0.15 à –0.23,  
n = 12, p >0.05 ; valeurs compris entre 0.3 et 2.0 µg/ml). La présence d’éthanol chez six 
addicts aux opiacés (0.26±0.12 g/l, n = 6) n’altère pas les immunoréactivités des NFs 
(NF-H : 29 %, p <0.05 ; NF-M : 3 %, p>0.05 ; NF-L : 27 %, p <0.02), de même que la 
présence de cocaïne ou des substances autres que les opiacés, ce qui indique que les 
altérations observées ne sont pas dues à l’influence de ces variables. 
 
5.1.5.4. Densité de NFs phosphorylés et de la phosphatase PP2A dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés. 
Les taux de la protéine NF-H phosphorylée montrent une augmentation (58±19 %,  
n = 12, t = 3.00, p = 0.01) dans les cerveaux d’addicts aux opiacés comparés avec des 
contrôles appariés par le sexe, l’âge et le PMD (Figures 16A et 17A). De plus, dans ces 
mêmes sujets la quantité de NF-H phosphorylé, (mesurée en ng/µg de protéine totale) 
est aussi augmentée (41 %, p <0.05). Dans les mêmes addicts aux opiacés la densité de 
la forme NF-H non-phosphorylé est diminuée (32-42 %, voir paragraphe antérieur) 
(Figures 16A et 17B). Les valeurs individuelles de ces deux formes de NF-H 
(phosphorylé versus non phosphorylé) montrent une très forte corrélation positive et 
statistiquement significative (anticorps SMI-31 vs SMI32, r = 0.83, n = 12, p <0.001). 
Ces résultats suggèrent que dans chaque addict aux opiacés il existe une relation étroite 
entre les deux formes de la sous-unité NF-H. Des variables comme le PMD, l’âge des 
sujets au moment du décès, la concentration d’opiacés ainsi que la présence d’éthanol 
ou d’autres substances dans les cerveaux d’addicts aux opiacés, n’altèrent pas de  
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manière significative l’augmentation des niveaux de NF-H phosphorylé dans le cerveau 
d’addicts aux opiacés (données non montrées). Le degré relatif de phosphorylation de la 
sous-unité NF-H, peut-être exprimé comme le rapport entre les formes phosphorylées et 
non phosphorylées de la protéine, c’est-à-dire le rapport entre les valeurs obtenues avec 
l’anticorps SMI-31 et celles obtenues avec l’anticorps SMI-32. Pour les addicts aux 
opiacés ce rapport est égal à 3.4±0.52 (n = 12) (Figure 16A) et il est significativement 
plus haut que le rapport obtenu dans les cerveaux des contrôles (1.6±0.47, n = 9,  
p <0.02). Ce résultat indique qu’une proportion plus grande (2.1 fois de plus) de certains 
épitopes de la sous-unité NF-H sont phosphorylés chez les addicts aux opiacés par 
rapport aux contrôles. 
La forme phosphorylée de la sous-unité NF-H a été immunodétectée avec d’autres 
anticorps (RMO-24 et NE-14) qui de manière similaire à l’anticorps SMI-31 
reconnaissent des épitopes phosphorylés de la protéine (Figure 12), mais qui à la 
différence de ce dernier, ne détectent pas de changement d’immunoréactivité dans le 
cerveau d’addicts aux opiacés (anticorps RMO-24 : augmentation de 5 % de 
l’immunodensité et 3 % de diminution dans la quantité totale de la protéine, n=12,  
p >0.05 ; anticorps NE-14 : 16 % de diminution de l’immunodensité et 23 % de 
diminution de la quantité totale de la protéine, n =12, p >0.05). Ces résultats suggèrent 
que seul les épitopes phosphorylés reconnus par l’anticorps SMI-31 se trouvent 
hyperphosphorylés dans les cerveaux d’addicts aux opiacés. 
Dans le même groupe d’addicts aux opiacés, les taux de la sous-unité NF-M 
phosphorylée mesurés avec l’anticorps RMO-281 montrent une tendance à la 
diminution mais sans signification statistique (28±18 %, n = 12, t = 1.54, p >0.05 
(Figure 16B). La forme non-phosphorylée de la même sous-unité ne montre pas de 
diminution significative (13-16 %, voir paragraphe antérieur) (Figure 16B). Le rapport 
entre ces deux formes de la sous-unité NF-M dans le cerveaux d’addicts aux opiacés est 
de 1.91±0.36 (n = 12), résultat qui suggère qu’il y a aussi une proportion majoritaire 
d’épitopes phosphorylés de NF-M dans ces sujets. En effet, la densité de NF-M 
phosphorylé mesurée avec l’anticorps SMI-31 (Figures 12 et 17A) est significativement 
augmentée (56±16 %, n = 10, t = 2.95, p <0.05) dans le groupe d’addicts aux opiacés. 
Pour évaluer la possibilité d’un défaut dans la déphosphorylation des NFs dans les 
cerveaux d’addicts aux opiacés qui pourrait expliquer l’hyperphosphorylation de NF-H 
dans ces sujets, les taux de la phosphatase 2A (PP2A) ont été mesurés. Cette enzyme a 
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été choisie parce qu’elle a été impliquée dans la déphosphorylation des NFs dans le 
système nerveux (Veeranna et al., 1995, 1998). Les taux de la PP2A dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés appariés à des contrôles par le sexe, l’âge et le PMD, ne montrent 
pas de changements significatifs (101±5 %, n = 12, t = 0.20, p >0.05). De plus il n’y a 
pas de corrélation significative entre les valeurs individuelles de la PP2A et celles du 
NF-H phosphorylé (mesurées avec l’anticorps SMI-31) (r = 0.18, n = 12, p >0.05). Ces 
résultats suggèrent que l’hyperphosphorylation des protéines NF-H dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés n’est pas le résultat d’une diminution des processus de 
déphosphorylations menés par la phosphatase PP2A. 
 
5.1.5.5. Densité de GFAP dans les cerveaux d’addicts aux opiacés 
Beitner-Johnson et al. (1993) ont montré que des rats traités chroniquement à la 
morphine présentaient une augmentation des niveaux de la GFAP (>70 %) dans l’aire 
tegmentale ventrale (VTA) mais pas dans d’autres régions du cerveau. Pour confirmer 
ces résultats la densité de cette protéine spécifique du cytosquelette de cellules gliales 
ainsi que ses produits de dégradation (voir paragraphe 5.1.5.1. ainsi que Newcombe et 
al., 1986 ; David et al., 1997) ont été mesurés dans les cerveaux d’addicts aux opiacés. 
Dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés l’immunoréactivité de la bande de  
49 kDa (GFAP native) montre une augmentation non significative (12±27 %, n = 12,  
t = 0.46, n.s.). Les produits de dégradation de la GFAP sont aussi augmentés de 33 %, 
augmentation non significative (33±27 %, n = 12, t = 1.24, n.s.). De plus, le rapport 
entre les valeurs de la GFAP et des ses produits de dégradation n’est pas différent entre 
le groupe des contrôles (0.46±0.08, n = 7) et le groupe des addicts aux opiacés 
(0.52±0.14, n = 11, t = 0.38, p >0.05). Dans les addicts aux opiacés et dans les contrôles 
les valeurs individuelles d’immunoréactivité de la GFAP et de ses produits de 
dégradation montrent une grande variabilité (la variabilité des valeurs de la protéine 
native de GFAP est comprise entre 88 % et 183 %) (Figure 18). Ces changements ne 
sont pas corrélés avec le PMD (r = 0.24, n = 12, t = 0.74, p >0.05) ou avec l’âge  
(r = 0.26, n = 12, t = 1.80, p >0.05), fait qui indique que ces changements sont 
indépendants de ces variables. Finalement dans les addicts aux opiacés les changements 
dans la GFAP ne sont pas corrélés avec les changements des formes phosphorylées ou 
non-phosphorylées des NFs (données non montrées). 
 100
5.1.6. REGULATION DU COMPLEXE p35/Cdk5 DANS LES CERVEAUX 
D’ADDICTS AUX OPIACES : RELATION AVEC LES NEUROFILAMENTS 
 
5.1.6.1. Caractérisation des anticorps pour la détermination des densités des 
protéines p35 et cdk5 dans les cerveaux d’addicts aux opiacés. 
La kinase cdk5 a été décrite comme une des kinases qui phosphorylent les NFs. Pour 
évaluer le statut de cette kinase, de son activateur p35 et de son substrat les NFs dans les 
processus d’addiction, différents anticorps contre ces protéines ont été testés. 
L’anticorps anti-cdk5 reconnaît une seule bande à 35 kDa, qui ne disparaît pas après 
l’incubation à la phosphatase alcaline (Figure 19A et Matériels et Méthodes) ce qui 
indique que l’anticorps reconnaît un épitope non-phosphorylé de la kinase. 
La protéine p35 a été mise en évidence avec deux anticorps différents. L’anticorps N-20 
qui reconnaît l’extrémité N-terminale de la protéine et qui détecte deux bandes 
principales à 35 et à ~20 kDa. L’incubation de cet anticorps avec le peptide antigénique 
(préabsortion de l’anticorps) résulte en un blocage complet de la bande correspondant à 
la protéine de 35 kDa, mais la bande de ~20 kDa n’est pas totalement effacée (Figure 
19C). Le deuxième anticorps utilisé pour l’immunodétection de la protéine p35, 
l’anticorps C-19, reconnaît l’extrémité C-terminale de la protéine et de ce fait reconnaît 
la protéine p35 et son produit de dégradation la protéine p25 qui résulte du clivage 
protéolytique de p35 par la calpaine. La préabsortion de l’anticorps C-20 anti-p35 avec 
le peptide antigénique résulte en un blocage total de l’mmunodétection des protéines 
p35 et p25 (Figure 19B), confirmant la spécificité de l’anticorps. 
La densité de la protéase µ-calpaine, responsable du clivage de p35 et de la dégradation 
des NFs, a été mesurée avec un anticorps polyclonal spécifique qui reconnaît la sous-
unité catalytique 1 de la protéase et qui ne présente pas des réactions croisées avec les 
autres sous-unités catalytiques de l’enzyme. 
La sous-unité NF-H phosphorylée a été mesurée avec l’anticorps SMI-31. La sous-unité 
NF-M phosphorylée a été mesurée avec les anticorps RMO-281 et SMI31, comme cela 
a déjà été décrit dans le paragraphe 5.1.5. des Résultats. 
 
5.1.6.2. Effet du PMD et de l’âge sur p35 et cdk5 dans le cerveau humain. 
Pour évaluer l’effet du PMD et de l’âge dans le cerveau humain, des préparations  
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d’homogénat total de cortex préfrontal de 14 sujets contrôles sains ont été 
immunodétectées avec les anticorps anti-cdk5 et anti-p35 C-19. Il n’y a pas de 
variations de l’immunoréactivité de la kinase cdk5 en fonction du PMD (valeurs 
comprises entre 3 et 102 heures) ou de l’âge (valeurs comprises entre 18 et 63 ans) 
(Figures 20A et 20E). Par contre l’immunoréactivité de l’activateur neuronal de la 
kinase cdk5, la protéine p35, diminue avec le PMD de façon biphasique (r = -0.74,  
n = 14, p = 0.003) (Figure 20B et 20C). Cette diminution correspond très bien à un 
modèle monoexponentiel (r = -0.87, n = 20, t1/2 = 20 h) dans lequel le degré de 
dégradation de la protéine n’est pas linéaire mais il est proportionnel à la densité de la 
protéine avec le temps (Figures 20B et 20C). Cette diminution de l’immunoréactivité de 
la protéine p35 avec le PMD n’est pas accompagnée par une augmentation de 
l’immunoréactivité de la protéine p25, comme cela a été suggéré dans certains 
processus neurodégénératifs (Lee et al., 2000 ; Nath et al., 2000), mais par une 
diminution très importante de p25 en fonction du PMD (r = -0.93, n = 14, p <0.0001) 
(Figures 20B et 20D). Par ailleurs, il existe une tendance à la diminution avec l’âge de 
la densité des protéines p35 (r = -0.51, n = 13, n.s.) et p25 (r = -0.35, n = 13, n.s.) 
(Figures 20F et 20G). 
Aucun effet du PMD et de l’âge n’ont été trouvés pour l’immunoréactivité de la 
protéase µ-calpaine dans le cerveau humain (données non montrées). 
 
5.1.6.3. Densité de p35, de cdk5 et de NF-H dans les cerveaux d’addicts aux 
opiacés. 
Une diminution des taux de p35 (mesurée avec l’anticorps C-19 : 26±9 %, n = 21,  
t = 2.97, p = 0.008 ; avec l’anticorps N-20 : 44±8 %, n = 21, t = 5.16, p <0.0001) et de 
cdk5 (18±4 %, n = 21, p = 0.0002) ainsi qu’une augmentation du taux de NF-H 
phosphorylé (43±13 %, n = 21, p = 0.003) ont été trouvées dans les cerveaux des addicts 
aux opiacés en comparaison avec les sujets contrôles appariés par le sexe, l’âge et le 
PMD (Figures 21 et 22). Les valeurs d’immunoréactivité de p25 (92±5 %, n = 21,  
t = 1.50, n.s.), de NF-M phosphorylé (119±15 %, n= 20, t =1.27, n.s) et de la protéase  
µ-calpaine (108±8 %, n = 21, t =1.04, n.s.) ne varient pas significativement entre les 
deux populations étudiées (Figures 21 et 22). De façon intéressante, le rapport entre les 
valeurs obtenues avec l’anticorps C-19 pour les protéines p35 et p25 dans les addicts  
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aux opiacés (0.46±0.04, n = 21) est diminué de manière significative face à celui obtenu 
pour les contrôles (0.61±0.04, n = 15, t = 2.32, p = 0.03) ce qui confirme que la protéine 
p35 se trouve diminuée dans les addicts aux opiacés et qu’il n’y a pas de changement 
dans la quantité de protéine p25 (Figure 23). 
Dans les cerveaux d’addicts aux opiacés les taux de p35 sont faiblement corrélés aux 
taux de cdk5 (r = 0.42, n = 21, p = 0.06) (Figure 24A) mais les taux de p25 ne sont pas 
corrélés avec la quantité de cdk5 (r = 0.31, n = 21) (Figure 24B) ce qui semble indiquer 
que dans ces sujets, il y a une relation entre la cdk5 et son activateur p35 et non avec le 
produit de dégradation p25, comme cela a été proposé dans certaines maladies 
neurodégénératives (Lee et al., 2000 ; Nath et al., 2000). De façon comparable, les taux 
de p25 sont corrélés avec ceux obtenus pour p35 (avec l’anticorps N-20 : r = 0.68,  
n = 21, p = 0.0007 ; avec l’anticorps C-19 ; r = 0.55, n = 21, p = 0.01) et les valeurs de 
p35 mesurées avec les anticorps C-19 et N-20 montrent une corrélation positive  
(r = 0.46, n = 21, p = 0.04) entre elles-mêmes. Ces résultats suggèrent que dans chaque 
sujet il y a une relation entre la protéine p35 et son produit de dégradation p25. 
La quantité de cdk5 n’est pas corrélée à celle de NF-H phosphorylé dans les mêmes 
cerveaux (r = 0.03, n = 21) (Figure 25A). Cependant, dans les cerveaux d’addicts aux 
opiacés, les valeurs d’immunoréactivité de p35 sont significativement corrélées avec 
ceux de NF-H phosphorylé (valeurs corrélées mesurées avec l’anticorps N-20 : r = 0.67, 
n = 21, p = 0.001 ; valeurs corrélées mesurées avec l’anticorps C-19 : r = 0.54, n = 21,  
p = 0.01 ; valeurs corrélées mesurées avec N-19+C-20 : r = 0.58, n = 42, p <0.0001) 
(Figure 25B), suggérant une relation étroite entre l’activateur neuronal spécifique de 
cdk5 et la quantité de NF-H phosphorylé dans chacun des addicts aux opiacés. Pour la 
forme phosphorylée de NF-M il y a une corrélation positive avec les valeurs 
individuelles de p35 (r = 0.33, n = 40, p = 0.03) et de cdk5 (r = 0.36, n = 20, p = 0.03), 
ce qui suggère que cette kinase peut aussi phosphoryler faiblement la sous-unité NF-M 
des NFs. 
Les valeurs de la µ-calpaine sont négativement corrélées avec celles de la cdk5  
(r = -0.27, n = 21). Cependant, la quantité de cette protéase est corrélée de manière 
significative avec les quantités de p35 (anticorps N-20 : r = -0.65, n = 21, p = 0.002 ; 
anticorps C-19 : r = -0.56, n= 21, p = 0.008) et de la forme phosphorylée de NF-H  
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(r = -0.53, n = 21, p = 0.01), ainsi que faiblement avec la forme phosphorylée de NF-M 
(r = -0.39, n = 20, p = 0.09). Ces corrélations suggèrent que la calpaine peut-être liée à 
la dégradation protéolytique des protéines p35 et NF-H phosphorylé. 
Dans les addicts aux opiacés considérés comme drug-free (avec uniquement des opiacés 
détectés dans le sang) (n = 14) les taux des protéines étudiées, ne sont pas différents des 
valeurs de l’ensemble du groupe (n = 21), de même pour les sujets dont la présence 




5.2. ETUDES DANS LES CERVEAUX DE RATS ET DE SOURIS 
 
 
Du fait que les addicts aux opiacés décèdent d’overdoses d’opiacés (héroïne et 
méthadone), les changements observés pour les protéines des NFs ainsi que pour les 
kinases ERK1/2 et le complexe p35/cdk5 dans les cerveaux de ces sujets peuvent être 
mises en relation avec la dernière dose mortelle d’opiacés. Pour évaluer l’influence du 
système opiacé sur les altérations de ces protéines, on a étudié l’état de ces protéines 
dans le cortex cérébral de rats traités chronique et aiguë à la morphine et à la naloxone. 
Egalement, pour confirmer l’implication in vivo du récepteur µ dans l’up-regulation de 
la phosphorylation des NFs ainsi que dans la diminution des sous-unités non-
phosphorylées de NFs, des souris KO pour ce récepteur ont été utilisées. 
 
 
5.2.1. EFFET DE LA MORPHINE SUR LA PHOSPHORYLATION DE NF-H 
DANS LE CERVEAU DE RATS 
 
Le traitement chronique à la morphine a été associé avec une diminution de 
l’immunoréactivité de la sous-unité NF-L dans l’aire tegmentale ventrale (VTA) et dans 
le cortex frontal de cerveaux de rats (Beitner-Johnson et al., 1992 ; Boronat et al., 1998), 
deux régions cibles des effets chroniques de la morphine. De façon similaire dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacés il y a une diminution des taux des sous-unités  
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NF-L et NF-H non-phosphorylées ainsi qu’une hyperphosphorylation des sous-unités 
NF-H et NF-M (paragraphe 5.1.5. des Résultats de ce travail ; García-Sevilla et al., 
1997b ; Ferrer-Alcón et al., 2000). Ces altérations de la quantité totale des NFs et de 
l’état de phosphorylation de NF-H pourraient jouer un rôle important dans les 
mécanismes cellulaires de l’addiction aux opiacés. La hausse des formes phosphorylées 
des NFs dans les cerveaux d’addicts aux opiacés peut-être due à une combinaison de 
l’effet chronique des opiacés et de l’effet final aigu de la dose mortelle induite par les 
overdoses (principalement d’héroïne). Etant donné l’importance probable de la 
phosphorylation des NFs dans l’addiction aux opiacés, l’effet des opiacés (effet 
chronique et aigu de la morphine et de la naloxone) a été étudié sur la forme 
phosphorylée de NF-H dans les cerveaux de rats. 
 
5.2.1.1. Caractérisation des anticorps pour l’immunodétection des NFs dans les 
cerveaux des rats. 
Les protéines NF-H et NF-L ont été mises en évidence dans le cerveau de rats avec des 
anticorps spécifiques qui reconnaissent une bande de 200 kDa pour le NF-H (anticorps 
NE-14 et SMI-31) et une bande de 68 kDa pour le NF-L (NR-4) (Figure 26). Pour 
déterminer la spécificité des anticorps à reconnaître les formes phosphorylées et non-
phosphorylées de ces protéines, des préparations du cerveau de rats ont été incubées 
avec la phosphatase alcaline (Matériels et Méthodes). Les anticorps NE-14 et SMI31 
réagissent avec des épitopes phosphorylés de la sous-unité NF-H (Figures 12 et 26A) 
parce qu’après la réaction de déphosphorylation avec la phosphatase alcaline, il y a une 
suppression totale de l’immunoréactivité détectée par les anticorps. L’anticorps anti-NF-
L, le NR-4, détecte des épitopes non-phosphorylées de la sous-unité NF-L parce que la 
déphosphorylation de la protéine avec la phosphatase alcaline, n’altère pas 
l’immunodétection de la protéine (Figure 12). 
 
5.2.1.2. Effet des traitements chroniques et aigus de morphine et de naloxone sur 
les protéines NF-H phosphorylée et NF-L dans les cerveaux des rats. 
Le traitement aigu des rats avec de la morphine (30 mg/kg pendant 2 heures) induit une 
augmentation importante de l’immunodensité du NF-H phosphorylé (mesuré avec 
l’anticorps NE-14) dans le cortex cérébral de ces animaux (93 %, n = 4, p <0.001)  
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(Figures 26B et 27). Par contre, dans des rats traités chroniquement à la morphine  
(10-100 mg/kg pendant 5 jours) il y a une induction de la tolérance de l’effet aigu de 
l’opiacé sur la phosphorylation du NF-H. D’ailleurs, dans ces animaux dépendants à la 
morphine, l’induction d’un sevrage spontané aux opiacés conduit à une diminution de 
l’immunodensité de la protéine NF-H phosphorylée d’une manière dépendante du temps 
(2-24 heures). Ainsi, 2 heures après de la dernière dose dans le traitement chronique, 
l’immunodensité de la protéine NF-H phosphorylée est augmentée de manière 
significative dans le cortex cérébral des rats (27 %, n = 3, p <0.05), mais il est suivi  
(6-12 heures) par une down-regulation progressive de l’immunoréactivité de la protéine 
(5 % d’augmentation à 6 heures, n = 3, n.s. ; 5 % de diminution à 12 heures, n = 5, n.s.) 
(Figures 26B et 27). Finalement, 24 heures après la dernière dose, l’induction du 
sevrage spontané aux opiacés provoque une diminution de l’état de phosphorylation du 
NF-H (29 %, n = 2, n.s.) (Figures 26B et 27). Toutefois, le sevrage après un traitement 
chronique à l’héroïne (10-30 mg/kg pendant 5 jours) n’est pas associé avec un 
changement de l’état de phosphorylation du NF-H (mesuré avec l’anticorps NE-14) 
dans les cerveaux des rats (7 % d’augmentation de l’immunoréactivité, n = 3, n.s.). 
L’ensemble de ces résultats suggère que dans les cerveaux des rats, les effets chroniques 
de la morphine et de l’héroïne sur le NF-H phosphorylé, ne sont pas mis en évidence 
12-24 heures après l’injection de la dernière dose. Dans des rats traités à la morphine, 
des résultats similaires sont obtenus pour l’immunoréactivité du NF-H phosphorylé avec 
l’utilisation de l’anticorps SMI-31 (données non montrées). 
Comme cela a été déjà décrit (Boronat et al., 1998), le traitement chronique à la 
morphine (10-100 mg/kg pendant 5 jours) mais non le traitement aigu (30 mg/kg 
pendant 2 heures), induit une forte diminution de l’immunoréactivité de la sous-unité 
NF-L (86 %, n = 3, p <0.01) 2-6 heures après de la dernière dose (Figure 26D), ce qui 
confirme que la down-regulation de la quantité de NF-L induite par le traitement 
chronique à la morphine est un marqueur neurochimique spécifique de l’addiction aux 
opiacés. 
Au contraire de la morphine, le traitement aigu (10 mg/kg pendant 2 heures) et 
chronique (2x10 mg/kg pendant 14 jours) avec la  naloxone, un antagoniste non-sélectif 
des récepteurs opioïdes, n’altère pas l’immunodensité de NF-H phosphorylé dans le 
cortex cérébral des rats, bien que le blocage des récepteurs résulte en une tendance à la 
diminution de la quantité de NF-H phosphorylé (traitement aigu : 21±7 % de 
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diminution, n = 6, n.s. ; traitement chronique : 16±10 % de diminution, n = 6, n.s.) 
(Figure 26C). Ces résultats suggèrent que les récepteurs aux opiacés (probablement le 
récepteur µ) qui modulent l’état de phosphorylation des NFs ne sont  pas activés de 
manière tonique par des peptides endogènes. 
 
 
5.2.2. SPECIFICITE DE L’EFFET DE LA MORPHINE SUR LES NFs : SOURIS 
KNOCKOUT POUR LE RECEPTEUR µ-OPIOIDE 
 
Matthes et ses collaborateurs (1996) ont montré avec l’utilisation des souris qui ont une 
interruption du gène du récepteur µ  réalisé par recombinaison homologue de l’exon 2 
de ce gène, que les différents effets des opiacés (comme le développement de la 
dépendance ou de l’analgésie) sont gérés par le récepteur µ. Dans les processus 
d’addiction aux opiacés, des altérations de la quantité et de la phosphorylation des NFs 
ont été montrées, tant dans le cerveau humain (paragraphe 5.1.5. de Résultats ; García-
Sevilla et al., 1997b ; Ferrer-Alcón et al., 2000) que dans les cerveaux de rats traités 
chroniquement à la morphine (paragraphe 5.2.1. de présents Résultats ; Beitner-Johnson 
et al., 1992 ; Boronat et al., 1998). Du fait de l’importance que semblent avoir les 
altérations de ces protéines dans la perturbation possible du cytosquelette neuronal dans 
l’addiction aux opiacés, l’implication du récepteur µ sur ces altérations a été étudiée 
dans le cortex cérébral des souris knockout (KO) pour le récepteur µ. 
 
5.2.2.1. Caractérisation des anticorps utilisés pour la détermination de la spécificité 
de l’effet de la morphine sur les souris KO pour le récepteur µ. 
Les immunoréactivités des protéines NF-H phosphorylées et NF-L ont été mesurées 
avec les anticorps SMI-31 et NR-4 respectivement. Ces deux anticorps ont déjà été 
caractérisés dans le cerveau humain (Figure 12) et dans le cerveau de rat (Figures 12 et 
26). Dans tous les cas, les bandes visualisées correspondent à des protéines de 200 kDa 






5.2.2.2. Détermination des taux de NF-H phosphorylé et de NF-L dans les cerveaux 
de souris WT et de souris KO pour le récepteur µ. Effet de la morphine. 
De la même façon que pour le cerveau humain et le cerveau de rat, dans le cortex 
cérébral des souris WT traitées chroniquement à la morphine (20-100 mg/kg pendant  
5 jours) comparées à des souris WT traitées avec de NaCl 0.9 %, il y a une diminution 
significative de l’immunoréactivité de la sous-unité NF-L (21±4 %, n = 5, t = 3.67, p = 
0.006). Par contre dans le cortex cérébral des souris KO pour le récepteur µ traitées 
chroniquement à la morphine et comparées également à des souris KO salines il n’existe 
pas de diminution significative de l’immunoréactivité de la sous-unité NF-L (10±4 %,  
n = 5, t = 2.39, p = 0.05) (Figure 28). Dans des souris WT traitées chroniquement à la 
morphine, l’immunoréactivité pour la forme phosphorylée de NF-H montre une forte 
hausse significative (105±31 %, n = 5, t = 3.36, p = 0.01), qui dans les animaux KO 
pour le récepteur µ n’existe pas (20±18 %, n = 5, t = 1.05, n.s.) (Figure 29). Ces 
résultats suggèrent que la diminution de taux de NF-L ainsi que l’hyperphosphorylation 
de NF-H dans les processus d’addiction aux opiacés, sont gérées par le récepteur µ, 
parce que dans des animaux qui n’expriment pas ce récepteur (KO) il n’existe pas ni 
diminution des taux de NF-L ni augmentation de la phosphorylation de NF-H. 
 
 
5.2.3. EFFET DE LA MORPHINE SUR LA VOIE DES MAPKs DANS LE 
CERVEAU DES RATS 
 
Les récepteurs aux opiacés ont été impliqués dans l’activation de la cascade ERK par la 
morphine (Ortiz et al., 1995). De fortes diminutions des taux des kinases ERK1/2 
phosphorylées ont été décrites dans le cortex préfrontal humain (paragraphe 5.1.4. de 
Résultats) (Figure 11). Parce que les addicts aux opiacés sont consommateurs 
chroniques d’opiacés (voir Matériel et Méthodes) et qu’ils décèdent d’une overdoses 
d’opiacés (héroïne ou méthadone), cette down-regulation de l’immunoréactivité 
d’ERK1/2 pourrait être le résultat de l’overdose mortelle, laquelle imiterait un effet aigu 
de l’opiacé. Pour clarifier ce paradoxe, les niveaux de pERK1/2 et de tERK1/2 ont été 
mesurés dans les cerveaux de rats. 
Les anticorps dirigés contre pERK1/2 et la tERK1/2 ont déjà été décrits pour le cerveau  
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humain dans le paragraphe 5.1.4.1. Cette description est aussi valable pour le cerveau de 
rat.  
Le traitement aigu des rats avec de la morphine (30 mg/kg pendant 2 heures) est associé 
avec une up-regulation de l’immunoréactivité des kinases ERK1/2 (pERK1 : 88 %,  
n = 5, p <0.05 ; pERK2 : 102 %, n = 5, p <0.01) (Figure 30). Dans ces mêmes animaux 
il n’y a pas de changements dans les taux de la tERK (1 % d’augmentation, n = 6, n.s.) 
(Figure 30). D’ailleurs, le traitement chronique à la morphine (10-100 mg/kg pendant  
5 jours) induit une diminution significative des taux de pERK2 (59 %, n = 6, p <0.05) et 
de pERK1 (68 %, n = 6, p <0.05) (Figure 30). Dans ces animaux l’immunoréactivité de 
la tERK est aussi diminuée significativement (19 %, n = 6, p <0.01) (Figure 30). 
Comme contrôle de la charge des échantillons dans ces expériences une protéine de 85 
kDa (caractérisation des anticorps dans le paragraphe 5.1.4.1 de Résultats) (Figures 10 
et 30) a été choisie qui n’est pas significativement modifiée (données non montrées). 
Ces résultats suggèrent que la down-regulation de la densité de pERK1/2 observée dans 
les addicts aux opiacés (Figure 11), caractérisés pour être dans un état de 
tolérance/dépendance, est due à la prise continue des drogues opiacées plutôt que la 
résultante de la dernière dose qui induit l’overdose mortelle. 
 
 
5.2.4. EFFET DE LA MORPHINE SUR LE COMPLEXE p35/Cdk5 DANS LE 
CERVEAU DES RATS 
 
A différence de l’implication des kinases ERK1/2 dans les processus d’addiction aux 
opiacés (Ortiz et al., 1995), le complexe p35/cdk5 n’a pas encore été mis en relation 
avec ces mécanismes. Cependant, ce complexe et les kinases ERK1/2 peuvent tous deux 
être responsables de la phosphorylation de l’extrémité C-terminale des NFs (Pant et al., 
2000) et en conséquence peuvent être impliqués dans l’hyperphosphorylation des NFs 
constatée dans le processus d’addiction (paragraphe 5.15. des Résultats ; Ferrer-Alcón 
et al., 2000). Comme pour la kinase ERK1/2, mais d’une manière plus modeste, la 
kinase cdk5 et son activateur neuronal p35, se trouvent diminués dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés (Figures 21A et 22A) et de plus, il y a dans ces mêmes sujets une 
corrélation significative entre la protéine NF-H phosphorylée, la p35 ainsi que la cdk5  
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(Figure 25). Ces résultats suggèrent que le complexe p35/cdk5 est impliqué dans les 
processus d’addiction aux opiacés et de ce fait il est intéressant d’étudier, comme cela a 
déjà été fait pour les kinases ERK1/2 (paragraphe antérieur), si les variations observées 
pour ces protéines dans le cerveau humain sont dues à l’effet de la dernière dose 
mortelle ou sont le résultat d’un processus chronique (état tolérant/dépendant) 
d’utilisation des drogues opiacées. 
Après un traitement aigu à la morphine (30 mg/kg pendant 2 heures) on a trouvé dans le 
cortex cérébral des rats une hausse significative de l’immunoréactivité de la kinase cdk5 
(54 %, n = 3, p = 0.02) qui n’est pas accompagnée dans ces mêmes animaux 
d’altérations des taux de son activateur neuronal p35 (4 % d’augmentation, n = 6, n.s.) 
(Figure 31). Néanmoins, le traitement chronique à la morphine (10-100 mg/kg pendant 
5 jours) montre que dans les cerveaux de rats il y a une diminution significative de la 
densité de la kinase cdk5 (32 %, n = 6, p = 0.02) et de son activateur p35 (44 %, n = 6,  
p = 0.0003) (figure 31). Ces résultats montrent que les diminutions observées dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacés sont induites par l’usage chronique des opiacés 
par ces sujets plutôt que par les effets induits par la dernière dose mortelle. 
Finalement, le traitement aigu à la naloxone (10 mg/kg pendant 2 heures) ne montre pas 
de variations des densités de ces deux protéines (Figure 31), ce qui suggère que les 
altérations du complexe p35/cdk5 observées ne sont pas induites par une activation 





5.3. MODULATION DE LA PHOSPHORYLATION DE NF-H ET DE LA VOIE 
DES MAPKs PAR LES OPIACES DANS LA LIGNEE CELLULAIRE SH-SY5Y 
 
Pour étudier la modulation et la régulation des NFs et des MAPKs par la morphine la 
lignée cellulaire SH-SY5Y a été utilisée. Cette lignée cellulaire a été isolée par Biedler 
(1981) à partir d’un neuroblastome humain. Ce modèle cellulaire est utilisé 
normalement comme une lignée de neurone (Ciccarone et al., 1989) qui exprime les 
récepteurs µ et δ dans une proportion de 4/1 et devrait nous aider à comprendre les 
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mécanismes basiques par lesquels la stimulation des récepteurs µ/δ par les opiacés 
résulte en une activation des MAPKs et une phosphorylation des protéines de NFs. 
 
5.3.1. CARACTERISTIQUES DES ANTICORPS UTILISES POUR LA 
DETERMINATION DES KINASES ERK1/2 ET DE NFs. 
 
La mise en évidence des kinases pERK1/2 et tERK1/2 ainsi que de la forme 
phosphorylée de NF-H a été faite avec des anticorps spécifiques de ces protéines, et qui 
ont déjà été décrits dans les paragraphes 5.1.4. (pour les kinase ERK1/2) et 5.1.5 (pour 
le NF-H phosphorylé, l’anticorps SMI-31). 
 
 
5.3.2. ESTIMATION DE LA REPONSE D’ERK1/2 ET DE NF-H A LA 
MORPHINE. 
 
Une expérience de concentration-réponse avec des cellules SH-SY5Y non différenciées 
a été réalisée pour déterminer la concentration de morphine la plus efficace pour obtenir 
la meilleur réponse d’activité de la kinase ERK1/2 (données non montrée). Cette 
expérience montre une EC50 ~ 0.33 µM, concentration qui est proche de 1 µM, qui est 
la concentration de morphine utilisée normalement dans la littérature pour activer les 
kinases ERK1/2 (Li et Chang, 1996 ; Gutstein et al., 1997). Donc, on a choisi 1 µM de 
morphine comme concentration de travail. Dans des cellules stimulées avec cette 
concentration de morphine, il existe une phosphorylation très rapide des kinases ERK1 
et ERK2 qui est déjà évidente à 1 minute, qui atteint un maximum approximativement à 
5 minutes et qui est maintenue et même augmenté jusqu’à 30 minutes pour redescendre 
aux niveaux de base vers 1 heure (Figure 32). L’augmentation de la phosphorylation de 
ERK1 est plus forte que celle de la kinase ERK2. Cependant, les taux de base de 
phosphorylation d’ERK2 dans les cellules non stimulées sont plus importants que les 
niveaux de phosphorylation d’ERK1. Par contre, en présence de morphine les taux de 
tERK ne présentent pas des variations significatives avec le temps (Figure 32). Dans ces 
mêmes cellules, la morphine induit aussi une hausse de la phosphorylation de NF-H, qui 
de manière similaire à pERK1/2 est déjà évidente à 1 minute et qui est maintenue 
jusqu’à 30 minutes pour diminuer aux niveaux de base vers 1 heure (Figure 33). La  
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forme phosphorylée de NF-M suit un modèle de régulation semblable à celui de NF-H 
mais ne présente pas une hausse importante de la phosphorylation (Figure 33). 
 
 
5.3.3. SPECIFICITE DE L’EFFET DE LA MORPHINE SUR LA KINASE ERK 
A TRAVERS DE LA VOIE DES MAPKs DANS LES CELLULES SH-SY5Y. 
 
Pour déterminer si l’activation des ERK1/2 (MAP kinase) par la morphine se produit 
par l’activation des MEK1/2 (MAP kinase kinase) via le récepteur µ, nous avons étudié 
l’effet de la morphine sur les kinases ERK1/2 dans les cellules SH-SY5Y en présence et 
en absence de l’inhibiteur sélectif de MEK, le PD98059 (Dudley et al., 1995).  
Comme déjà montré dans la Figure 32, l’exposition de cellules SH-SY5Y à la morphine 
pendant 5 minutes induit une hausse de l’activité des kinases ERK1/2 de presque 100% 
pour ERK1 et de 70% pour ERK2 (Figure 34). L’exposition des ces cellules au DMSO 
(le solvant du PD98059) induit une hausse plus modérée de l’activité des kinases (43% 
pour ERK1 et 20% pour ERK2) (Figure 34). Raisonnablement, l’exposition combinée à 
ces deux substances (morphine et DMSO) induit une hausse plus importante de 
l’activité des kinases ERK1/2 (136% pour ERK1 et 88% pour ERK2). Comme on 
pourrait le supposer, l’exposition de cellules SH-SY5Y à l’inhibiteur des kinases MEK 
(PD98059) en présence de DMSO réduisait l’activation des kinases ERK1/2 (environ 
40% pour ERK1 et de 20% pour ERK2 avec une concentration d’inhibiteur de 50 µM, 
et de presque 95% pour les deux kinases avec 100 µM) en comparaison avec les cellules 
stimulées seulement avec du DMSO (Figure 34), ce qu’indique que l’activité basal de 
ERK se produit via l’activation de MEK. De façon intéressante, si on compare avec les 
cellules stimulées avec de la morphine et du DMSO, l’induction de la phosphorylation 
d’ERK1/2 par la morphine est bloquée approximativement de 90% pour ERK1 et de 
50% pour ERK2 pour une concentration de PD98059 de 50 µM (Figure 34). En 
présence de 100 µM de PD98059 la morphine ne peut pas activer ERK1/2 parce que la 
voie des MAPKs est complètement “inhibée” au niveau des kinases MEK (comme juste 
mentionné auparavant). Ces résultats confirment que les kinases MEK sont les 
responsables directes de l’activation des kinases ERK1/2, et que, en présence de 
morphine, les kinases ERK1/2 sont activées via les composants de la voie des MAPKs. 
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5.3.4. RELATION ENTRE L’ACTIVATION DE ERK1/2 ET LA 
PHOSPHORYLATION DE NF-H. 
 
Dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés une hyperphosphorylation de NF-H a été 
montrée ainsi qu’une diminution importante des taux des kinases ERK1/2 (Figures 11A 
et 16A). De façon intéressant, dans le cortex cérébral de rats traités chroniquement à la 
morphine on a montré que l’activité des kinases ERK1/2 se trouve diminuée, mais par 
contre le traitement aigu à la morphine induit une forte augmentation de l’activité de ces 
kinases dans cette région du cerveau (Figure 30). Dans ce modèle, il existe une 
hyperphosphorylation de NF-H, tant dans le traitement aigu que dans le chronique. De 
façon similaire, la stimulation par la morphine des cellules SH-SY5Y induit une hausse 
de l’activité des kinases ERK1/2 (Figure 32) et une augmentation de la phosphorylation 
de NF-H (Figure 33). Ces résultat suggèrent que la morphine induit une forte activité 
des kinases ERK1/2, et que, après une exposition prolongée, il peut exister un turnover 
très rapide de ces kinases (dégradation de la forme active), ce qui peut produire une 
diminution de son activité. L’activation de ces kinases semble être en relation avec une 
augmentation de la phosphorylation de la protéine NF-H. Comme déjà été montré dans 
le paragraphe précèdent, le PD98059 inhibe totalement l’activité des kinases ERK1/2, 
mais d’une manière inattendue, en présence de cet inhibiteur, il existe une faible 
augmentation de la phosphorylation de NF-H (~20 %). Cet effet peut être dû à l’absence 
d’activation de la voie de ERK1/2, d’autres kinases pouvant à leur tour, phosphoryler le 
NF-H à titre d’effet compensatoire. Comme la phosphorylation des multiples résidus 
KSP de l’extrémité C-terminale de NFs peut être réalisée par diverses kinases, dont les 
kinases ERK1/2 (Pant et al., 2000), l’implication possible et directe des kinases ERK1/2 
dans l’hyperphosphorylation de NF-H a été étudiée dans les cellules SH-SY5Y. Pour 
cela, les résultats présentés dans le paragraphe 5.3.2. ont été comparés entre eux. En 
effet, les taux des kinases ERK1 et ERK2 sont corrélés significativement avec ceux 
obtenus pour le NF-H phosphorylé (ERK1 vs pNF-H : r = 0.93, n = 8, p = 0.0008 ; 
ERK2 vs pNF-H : r = 0.89, n = 8, p = 0.003) (Figure 35) ce qui signifie que très 
probablement l’activation initial des kinases ERK1/2 par la morphine peut induire la 
phosphorylation de NF-H et que probablement cette hyperphosphorylation est 
maintenue après une exposition prolongée à la drogue même après la diminution de 






ETUDES REALISEES DANS LE CERVEAU HUMAIN POST-MORTEM ET 
DANS LE CERVEAU DE RAT 
 
Régulation du récepteur µ dans les cerveaux d’addicts aux opiacés. 
Le premier composant moléculaire du système opiacé qui a été étudié dans le cerveau 
humain est le récepteur µ. Nos résultats montrent que dans le cortex préfrontal des 
addicts aux opiacés il existe une diminution des taux du récepteur µ (22 %) par rapport 
aux sujets contrôles. Cette diminution semble indiquer que le récepteur µ est down-
régulé dans les processus d’addiction aux opiacés. Néanmoins, ce résultat se trouve en 
contradiction avec des études antérieures réalisées dans les cerveaux post-mortem 
humains et de rats. Gabilondo et al. (1994) ont réalisé une étude de fixation de 
radioligands aux récepteurs µ dans le cerveau d’animaux dépendants aux opiacés et une 
mesure de la densité des récepteurs µ dans les cerveaux d’addicts aux opiacés décédés 
par overdoses. Ils ont montré qu’il n’y avait pas de modulation du récepteur µ dans 
aucun de ces deux modèles expérimentaux. De la même manière, les niveaux de 
l’ARNm du récepteur µ restent invariables dans les cerveaux des rats traités 
chroniquement avec de la morphine (Brodsky et al., 1995 ; Buzas et al., 1996). Les 
niveaux d’immunoréactivité du récepteur µ dans les cerveaux d’addicts aux opiacés 
décédés par overdoses ne sont pas modifiés significativement (García-Sevilla et al., 
1997a). Finalement Meana et al. (2000) ont montré par une étude de fixation du 
[35S]GTPγS que dans le cerveau d’addicts aux opiacés décédés par overdoses le 
récepteur µ semble avoir un comportement normal au niveau du couplage des protéines 
Gi/G0. 
Dans ce travail de thèse l’anticorps utilisé pour détecter le récepteur µ, le Mu/2EL, 
reconnaît une bande principale de 66 kDa et une deuxième de 85 kDa (Figure 4), les 
bandes correspondent à des formes du récepteur modifiées post-trancriptionalement 
(probablement des orthoglycosylations) du récepteur µ (Sánchez-Blázquez et al, 1997). 
Nos résultats ont été obtenus en mesurant la bande de 66 kDa, protéine qui a été décrite 
comme une forme mûre du récepteur (Arvidsson et al., 1995 ; Sánchez-Blázquez et al, 
1997). García-Sevilla et al. (1997a) ont réalisé dans le cerveau humain post-mortem une 
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étude avec des anticorps dirigés également contre le récepteur µ (étude réalisée avec 
deux anticorps qui réagissent contre la région N-terminale et contre la troisième boucle 
extracellulaire du récepteur). Ces auteurs ont mesuré une bande de 58 kDa qui 
correspond à autre forme mûre possible du récepteur (Garzón et al., 1995). Cette 
différence au niveau de la bande mesurée pourrait expliquer la divergence entre ses 
résultats et les nôtres. Les études réalisées dans le cerveau humain post-mortem avec 
des techniques de fixation de radioligands (Gabilondo et al., 1994) ainsi que de fixation 
de [35S]GTPγS (Meana et al., 2000), ne montrent pas de changements du récepteur µ. 
Une explication possible est que la population des récepteurs détectés par ces deux 
techniques représente un petit pourcentage de la population totale des récepteurs 
(seulement ceux qui sont susceptibles d’être activés), et que la quantité des récepteurs 
détectés est moins importante que celle détectée par Western blotting (qui correspond 
probablement à l’ensemble des récepteurs activés et non-activés). 
En conclusion, ces résultats semblent indiquer que dans les processus d’addiction aux 
opiacés, il existe une diminution d’une des formes mûres du récepteur µ, qui correspond 
à une protéine de 66 kDa, et qui pourrait être en relation avec une down-regulation du 
récepteur, comme cela a déjà été décrit dans un système in vitro (Pak et al., 1996). De 
plus, ce résultat semble confirmer la présence de différentes isoformes du récepteur µ 
provenant ou de l’épissage alternatif du précurseur de l’ARNm de la protéine ou de 
modifications post-transcriptcionnelles du récepteur (Sánchez-Blázquez et al, 1997). 
La désensibilisation et la down-regulation du récepteur µ sont des mécanismes de 
régulation qui semblent être très importantes dans le développement de la tolérance et 
de la dépendance aux opiacés. Cette régulation, de la même manière que pour d’autres 
récepteurs appartenant à la famille de récepteur aux sept domaines transmembranaires 
couplés aux protéines G, peut-être homologue ou hétérologue. Dans ce travail de thèse 
un des principaux mécanismes de régulation homologue du récepteur µ a été étudié. 
Pour étudier ce mécanisme de régulation dans le cerveau humain, nous avons mesuré 
dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) des addicts aux opiacés et des sujets 
contrôles, les taux de deux kinases appartenant à deux différentes familles de GRKs : la 
kinase GRK2 qui est localisée dans le cytosol et transloquée à la membrane après 
activation, et la kinase GRK6 qui a une localisation cellulaire membranaire. La protéine 
β-arrestine2 a également été étudiée, ainsi que l’α-internexine, protéine du cytosquelette 
neuronale, utilisée comme protéine contrôle. Les résultats obtenus montrent une 
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diminution significative des kinases GRK2 et GRK6 (18 % et 23 %, respectivement) et 
de la protéine β-arrestine2 (21 %) dans les sujets addicts aux opiacés comparés aux 
contrôles. Par contre, il n’existe pas de changements de la protéine du cytosquelette 
neuronal α-internexine (Figure 7A). Ces résultats suggèrent que le mécanisme de 
régulation homologue du récepteur µ chez les addicts aux opiacés est faiblement down-
regulé, de manière parallèle à ce qui se passe pour le récepteur µ, et que cette altération 
n’est pas générale dans tout le système. De façon intéressante, dans le cortex préfrontal 
des addicts aux opiacés utilisé dans ce travail, l’immunoréactivité de la β-arrestine2 est 
significativement corrélée avec celle de GRK6 (Figure 7D) mais pas avec celle de 
GRK2. Par ailleurs il n’y a pas de corrélation significative entre la quantité de GRK2 et 
celle de GRK6 (Figure 7E), ce qui semble logique car sont des kinases qui appartient à 
deux familles différentes. Ces données suggèrent que la kinase importante dans la 
régulation homologue du récepteur µ, pourrait être la GRK6, plutôt que la kinase 
GRK2. 
Le mécanisme présenté dans ce travail de thèse est un des principaux mécanismes de 
régulation homologue du récepteur µ. Ce mécanisme consiste en la phosphorylation par 
les kinases GRKs du récepteur activé par les opiacés, qui va permettre une liaison 
spécifique du récepteur avec la protéine β-arrestine2, qui à son tour empêchera le 
récepteur de continuer à être activé. De plus, le complexe formé par le récepteur et la  
β-arrestine2 peut être internalisé et séquestré à travers des vésicules de clathrine. Cette 
internalisation du récepteur n’est pas nécessaire à la désensibilisation du signal, mais 
quand c’est le cas, le processus affecte nécessairement la sensibilité de l’agoniste en 
supprimant des récepteurs de la membrane (Williams et al., 2001). Ce mécanisme de 
régulation peut compenser l’hyperstimulation du récepteur en présence répétée des 
opiacés, et contribuer de cette façon à la perte de l’effet analgésique lors de l’exposition 
chronique aux opiacés, phénomène défini comme tolérance. Il peut être aussi un des 
responsables du développement potentiel de la dépendance induite par les drogues de 
type opiacés. 
Les résultats présentés dans ce travail de thèse, sont en opposition avec quelques études 
réalisées antérieurement, tant dans le cerveau humain post-mortem que dans le cerveau 
de rats. Des études récentes ont montré une augmentation de la quantité de la kinase 
GRK2 et de la protéine β-arrestine2 dans le locus cœruleus de rats traités chroniquement 
à la morphine mais pas dans d’autres régions du cerveau de ces animaux (Terwilliger et 
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al, 1994). Les taux de la kinase GRK2 sont faiblement augmentés dans le cortex frontal 
des rats traités chroniquement à la morphine et/ou à la méthadone et dans le cortex 
préfrontal des addicts aux opiacés décédés par overdose (Ozaita et al., 1998). Dans cette 
étude il faut noter que l’augmentation des taux de la kinase GRK2 dans le cerveau 
d’addicts aux opiacés, est observée dans une préparation membranaire, et que dans une 
préparation totale (semblable à celle utilisée dans nos résultats) des échantillons des 
même sujets, il n’y avait pas des changements des niveaux de la kinase. Dans cette 
même ligne de résultats, Hurlé (2001) a également montré une augmentation des 
quantités des kinases GRK2 et GRK6 ainsi que de la β-arrestine2 dans le cortex des rats 
traités chroniquement avec du sufentanil (agoniste sélectif du récepteur µ). Dans toutes 
ces études, le traitement aigu des rats à la morphine induit une augmentation importante 
des taux de GRK2 et de GRK6, qui peut être en relation avec un rôle important joué par 
ces kinases dans la régulation à court terme du récepteur µ. Cependant, l’exposition 
chronique à la morphine ne semble pas induire de changements importants dans le 
cortex cérébral des rats (Terwilliger et al, 1994 ; Ozaita et al., 1998). Cette différence 
observée entre les deux types de traitement à la morphine dans le cortex cérébral, 
pourrait être due à des processus adaptatifs ou compensatoires du système. L’ensemble 
de ces résultats, suggèrent que dans l’exposition chronique à la morphine, les kinases 
responsables de la phosphorylation du récepteur µ et de l’induction de sa 
désensibilisation, ne sont pas altérées de manière importante dans le cortex frontal, tant 
humain que de rats. Toutefois, l’exposition chronique aux autres drogues opiacées 
comme la méthadone (Ozaita et al., 1998) ou le sufentanil (Hurlé, 2001) semble altérer 
les niveaux de ces kinases dans cette région du cerveau. 
L’implication de la protéine β-arrestine2, comme des kinases GRKs, dans la régulation 
in vivo du récepteur µ dans les processus d’addiction aux opiacés a été mise en évidence 
récemment avec l’utilisation des souris transgéniques qui n’expriment pas le gène de 
cette protéine (Bohn et al., 1999, 2000). Ces animaux présentaient une augmentation de 
l’analgésie induite par la morphine ainsi qu’une perte de l’effet de la tolérance, tout en 
continuant à être dépendants, du fait de la détérioration de la désensibilisation des 
récepteurs µ. Les résultats obtenus avec les souris knockout pour la protéine  
β-arrestine2, semblent aussi indiquer que les phénomènes de la tolérance et de la 
dépendance aux opiacés peuvent être dissociés, et que les mécanismes biochimiques 
fondamentaux qui les dirigent sont différents (Bohn et al., 2000). Cependant, des études 
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in vitro dans des lignées cellulaires transfectées avec le récepteur µ (Keith et al., 1996 ; 
Whistler et Von Zastrow, 1998 ; Zhang et al., 1998) montrent que la morphine n’induit 
pas la phosphorylation du récepteur µ par les kinases GRKs ni la formation du 
complexe récepteur-arrestine et de ce fait, est incapable d’induire la désensibilisation du 
récepteur µ ainsi que son internalisation. Cet effet est spécifique de la morphine car 
d’autres opiacés comme l’ethorphine sont capables d’induire l’internalisation du 
récepteur (Sternini et al., 1996). Une explication possible de ces différences peut être 
due à l’utilisation dans ces études in vitro de récepteurs µ de rat ou de souris (MOR1), 
qui ne sont pas très riches en sites potentiels de phosphorylation. Plusieurs variants 
d’épissage du récepteur µ sont présents dans le cerveau de souris avec différents sites 
potentiels de phosphorylation. L’implication de ces récepteurs pourrait être à l’origine 
des différences entre les deux modèles (Bohn et al., 1999). Toutefois, il est possible que 
l’incapacité de la morphine à induire l’internalisation du récepteur µ soit due au 
caractère d’agoniste partiel de la morphine et/ou à l’efficacité mineure de cette drogue 
opiacée (Yu et al., 1997 ; Kovoor et al., 1998). En effet, les résultats obtenus avec des 
agonistes opiacés totaux (sufentanil, DAMGO, etc), qui ont une efficacité majeure par 
rapport aux agonistes partiels comme la morphine, semblent montrer que l’exposition 
prolongée à ces agonistes induit une activation des kinases GRKs, qui vont 
phosphoryler le récepteur µ, et ainsi induire la désensibilisation et l’internalisation du 
récepteur. Par contre, la morphine n’induit pas cette activation des kinases GRKs et de 
ce fait n’a pas le même effet que les agonistes totaux (Zhang et al., 1998). Cette 
différence peut être due au fait que les agonistes plus efficaces induisent une 
conformation du récepteur qui le transforme en un meilleur substrat pour les kinases 
GRKs. De plus, les agonistes moins efficaces sont capables d’activer un nombre de 
récepteurs moins important, ce qui réduit leur probabilité d’être phosphorylés par les 
GRKs et par la suite de s’unir à la β-arrestine (Kovoor et al., 1998). En conséquence, les 
opiacés comme la morphine qui ne sont pas capables d’induire la désensibilisation du 
récepteur, peuvent conduire à d’autres mécanismes afin de compenser l’activation 
prolongée du récepteur µ. Ainsi les agonistes partiels comme la morphine, peuvent 
augmenter la possibilité d’induire des changements de la plasticité neuronale associés à 
l’addiction aux opiacés. Pourtant, l’échec de la morphine à induire la désensibilisation 
du récepteur µ à travers de l’endocytoses du récepteur, peut être importante dans le 
développement de la tolérance physiologique induite par cette drogue. 
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Nos résultats, qui montrent un faible down-regulation du système de régulation 
homologue du récepteur µ dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés, semblent être 
en accord avec le fait que les agonistes partiels ne sont pas capables d’activer ce 
système d’une manière très efficace. En effet, les taux faiblement diminués des kinases 
GRKs et de β-arrestine2 ainsi que du récepteur µ observés dans ces sujets avec une 
longue histoire d’addiction aux agonistes héroïne/méthadone (voir Matériels et 
Méthodes), montrent que soit ces agonistes partiels ne sont pas capables d’activer 
totalement ce mécanisme de régulation du récepteur µ, soit que le cerveau humain peut 
avoir des mécanismes d’adaptation pour compenser des altérations probables du 
système. En effet chez des rats avec une traitement aigu à la morphine, il existe des 
augmentations dans les densités des kinases GRKs et de β-arrestine2, mais dans des 
animaux traités chroniquement à la morphine cette augmentation est moins importante. 
Cette effet, indique qu’il y a une induction de tolérance après une exposition prolongée 
aux opiacés (Ozaita et al., 1998). 
L’ensemble de ces résultats suggère que dans l’addiction aux opiacés, la 
désensibilisation du récepteur µ est un point important pour le développement des 
processus de tolérance et de dépendance aux opiacés. 
 
Statut de la voie de l’AMPc dans le cerveau d’addicts aux opiacés. 
La voie effectrice classique impliquée dans les processus d’addiction aux opiacés est la 
voie de l’AMPc. Cette voie fut la première à être mise en relation avec les altérations 
potentielles induites par les opiacés dans le cerveau. L’up-regulation de cette voie dans 
l’exposition chronique à la morphine peut être considérée comme un effet 
compensatoire de l’inhibition de la voie après un traitement aigu à la morphine. De 
même, l’induction d’un syndrome de sevrage après un traitement chronique à la 
morphine est en relation avec une augmentation de l’activité noradrenergique dans 
plusieurs structures du SNC, et elle est en rapport avec une hausse des taux du facteur 
de transcription CREB (Nestler et al., 1993 ; Koob et al., 1992). Cette augmentation de 
l’activité de la voie de l’AMPc est considérée comme un des mécanismes moléculaires 
qui peut contribuer au développement de la tolérance et de la dépendance (Nestler, 
2001). Le rôle de CREB dans les processus d’addiction a été confirmé avec des souris 
portant des mutations dans le gène codant pour CREB. Ces animaux montraient une 
diminution du développement de la dépendance après un traitement chronique à la 
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morphine, et une atténuation du syndrome de sevrage après l’administration 
d’antagonistes des récepteurs aux opiacés (Maldonado et al., 1996). 
Dans le but d’étudier quel est l’état de la voie de l’AMPc dans le cerveau d’addicts aux 
opiacés, nous avons mesuré dans ces sujets les taux de la sous-unité catalytique α de la 
kinase PKA ainsi que les formes totales et phosphorylées du facteur de transcription 
CREB (tCREB et pCREB), une des principales cibles de la PKA. 
Les résultats obtenus dans ce travail de thèse montrent que dans le cortex frontal 
d’addicts aux opiacés comparés à des sujets contrôles, il n’existe pas de changements 
significatifs dans les taux de PKA, de tCREB et de pCREB (Figure 9A), mais nos 
résultats montrent une grande variabilité dans les valeurs individuelles. Néanmoins, les 
valeurs individuelles de la kinase PKA sont corrélées de manière significative à celles 
de la forme phosphorylée de CREB (Figure 9C), ce qui confirme l’implication directe 
de la kinase PKA dans la phosphorylation et l’activation du facteur de transcription 
CREB. 
L’état de la protéine CREB dans les processus d’addiction aux opiacés a été étudié dans 
les cerveaux de rats par différents groupes des chercheurs. Dans le locus cœruleus, le 
traitement aigu à la morphine induit une diminution dans la phosphorylation de CREB, 
qui est en relation avec une diminution de l’activation de CREB, alors que le traitement 
chronique à la morphine ne produit pas de changements significatifs de l’état de 
phosphorylation de la protéine. Seulement après l’induction d’un syndrome de sevrage 
avec un antagoniste des récepteurs aux opiacés, la phosphorylation de CREB est 
augmentée (Guitart et al., 1992). Les taux de CREB ne sont pas altérés dans le locus 
cœruleus des rats après un traitement aigu à la morphine. Cependant, le traitement 
chronique produit une augmentation des taux de CREB dans la même région (Widnell 
et al., 1994). Dans le noyau accumbens des rats traités chroniquement à la morphine il 
existe une diminution des taux de CREB, mais il n’existe pas des changements ni dans 
le cortex cérébral ni dans le striatum de ces mêmes animaux (Widnell et al., 1996). 
L’ensemble de ces résultats montre que dans les différentes régions cérébrales il y a une 
régulation différentielle de la protéine CREB, ce qui peut refléter l’implication de voies 
de signalisation alternatives ou différentes tendances d’autorégulation de la voie de 
l’AMPc. On ne peut pas écarter que l’influence de l’hétérogénéité cellulaire dans 
certaines régions du cerveau (comme le cortex frontal), puisse empêcher aux techniques 
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biochimiques utilisées de montrer des différences significatives dans les taux ou l’état 
des protéines de la voie de l’AMPc. 
En conclusion, les résultats observés dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés sont 
en accord avec ceux observés dans le cortex cérébral de rats traités chroniquement à la 
morphine. D’ailleurs, on peut considérer les sujets addicts aux opiacés utilisés dans ce 
travail comme des sujets qui se trouvent dans un état de tolérance/dépendance au 
moment du décès. Donc, dans notre modèle humain post-mortem constitué par des 
sujets décédés d’overdoses d’héroïne ou de méthadone, on ne peut pas observer des 
états d’abstinence qui sont caractérisés par une up-regulation de la voie de l’AMPc. 
Cette explication peut éclaircir l’absence d’altérations observée dans les taux de 
protéines appartenant à la voie de l’AMPc présentées dans ce travail de thèse. 
 
Régulation de la voie des MAPKs par les opiacés. 
Dans le paragraphe précédent, l’état de la voie de signalisation classique impliquée dans 
le processus d’addiction aux opiacés dans le cerveau humain a été présenté, c’est à dire 
la voie de l’AMPc. Récemment, d’autres voies cellulaires de transduction de signal ont 
aussi été démontrées comme faisant partie des mécanismes impliqués dans la régulation 
de ces processus d’addiction. Une des voies de transduction les plus importantes semble 
être la voie des MAPKs, plus précisément la voie des kinases ERK1/2 (Ortiz et al., 
1995). Les différents composants de cette voie ont été étudiés dans le cortex frontal 
d’addicts aux opiacés. Il faut noter que dans des expériences préliminaires une forte 
influence du PMD a été observée sur l’immunoréactivité des formes phosphorylées des 
kinases MEK1/2 et ERK1/2 (Figure 10), ce qui nous a conduit à choisir pour cette partie 
du travail, des sujets (contrôles et addicts) avec un PMD inférieur à 24 heures, pour 
diminuer au maximum l’effet possible de cette variable sur nos résultats. 
Les résultats obtenus dans cette étude montrent que dans le cortex frontal d’addicts aux 
opiacés il existe une forte diminution des formes phosphorylées des kinases MEK1/2 
(85 %) et ERK1/2 (81 %) par rapport aux contrôles appariés par le sexe, l’âge et le 
PMD. On peut aussi observer que dans ces mêmes sujets il existe une tendance à la 
diminution des taux des protéines c-Raf-1 (16 %) et tMEK (12 %), mais par contre, il 
n’y a pas d’altérations significatives des taux de la protéine G de petit poids moléculaire 
Ras, ni de la forme totale des kinases ERK1/2 (Figure 11A). La mesure 
d’immunoréactivité des formes phosphorylées des kinases MEK1/2 et ERK1/2, peut 
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être considérée comme une évaluation de l’activité de ces kinases, nos résultats 
montrent donc une forte diminution de cette activité dans le cortex frontal d’addicts aux 
opiacés. Cette diminution peut être en relation avec une turnover très rapide de la 
kinase, de façon similaire aux résultats montrés antérieurement pour la kinase PKC 
(Busquets et al., 1994). Un point important à considérer pour des investigations 
ultérieures, est la possibilité d’étudier l’état de l’ARNm de la kinase ERK1/2 dans le 
cerveau d’addicts aux opiacés, pour confirmer si le turnover rapide de la protéine est 
accompagné d’une augmentation des niveaux d’ARNm. 
Pour évaluer si les diminutions des kinases ERK1/2 observées dans le cerveau d’addicts 
sont dues à l’exposition chronique aux opiacés ou si au contraire, elles sont dues à 
l’effet de la dernière dose mortelle reçue par les addicts, les taux de ces protéines ont été 
étudiés chez des rats traités chroniquement ou de manière aiguë à la morphine. Les 
résultats obtenus dans le cortex cérébral des rats après un traitement aigu à la morphine, 
montrent que les taux des formes actives des kinases ERK1 /2 sont fortement augmentés 
comparés à ceux des animaux non-traités. Par contre, le traitement chronique à la 
morphine induit une diminution importante des taux des ces kinases. La forme totale de 
ERK1/2 n’est pas modifiée de façon importante chez ces animaux (Figure 30). En 
accord avec nos résultats, Schulz et Höllt (1998) ont montré que l’administration 
répétée de morphine réprime l’activation des MAPKs dans quelques régions du cerveau 
de rats, comme le locus cœruleus, mais non dans la VTA ni dans le noyau accumbens. 
Par contre, Berhow et al. (1996) montrent que le traitement chronique à la morphine 
augmente l’immunoréactivité de pERK1/2 dans la VTA du cerveau de rats, mais non 
dans d’autres régions cérébrales. Ces différences peuvent être dues à l’utilisation de 
techniques et d’anticorps différents entre ces deux études. 
Ces résultats suggèrent que la down-regulation des kinases pERK1/2 observée dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacés (Figure 11) n’est pas due à la combinaison des 
effets chroniques et aigus des opiacés, mais plutôt qu’ils sont le résultat de l’exposition 
prolongée aux opiacés. 
L’implication de la voie des kinases ERK1/2 dans les processus d’addiction aux opiacés 
était inattendue parce que la voie des MAPKs était jusqu’à présent impliquée dans des 
processus de croissance cellulaire. L’activation de cette cascade par les récepteurs aux 
opiacés, qui sont des récepteurs couplés aux protéines Gi/o, implique principalement les 
sous-unités Gβγ plutôt que les sous-unités Gαi/o (van Biesen et al., 1996). La 
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surexpression des sous-unités Gβγ active Ras, Raf-1 et ERK1/2, fait qui semble indiquer 
le rôle important de ces sous-unités dans l’activation de la cascade ERK. Belcheva et al. 
(1998) ont récemment impliqué les sous unités Gβγ des protéines Gi/o ainsi que la 
protéine Ras dans la modulation d’ERK par les opiacés dans des cellules COS-7 
transfectées avec des récepteurs aux opiacés. Ces données, ainsi que celles obtenues par 
Escribá et al. (1994), qui ont montré une up-regulation de la densité de la sous-unité Gβ 
dans le cerveau d’addicts aux opiacés décédés par overdose ainsi que dans le cerveau de 
rats traités chroniquement à la morphine, semblent donner un argument moléculaire in 
vivo pour comprendre l’activation de la cascade ERK dans les processus d’addiction aux 
opiacés. Malgré ces données, le processus d’activation des kinases ERK par les opiacés 
à travers le récepteur µ, n’est pas claire et elle est soumise à controverses. Un certain 
nombre d’auteurs propose que l’activation d’ERK nécessite la phosphorylation et 
l’internalisation du récepteur (Daaka et al., 1998 ; Ignatova et al., 1999). Cette 
hypothèse postule que l’union de l’opiacé au récepteur µ induit la libération des sous-
unités Gβγ qui activeront la phosphorylation du récepteur par les kinases GRKs et de ce 
fait induiront la liaison du récepteur phosphorylé aux protéines β-arrestines. Le 
complexe ainsi formé va se lier à la tyrosine kinase c-Src dans la membrane et peut 
activer la cascade ERK. De plus, la β-arrestine peut interagir directement avec les 
composants de la cascade ERK. Par conséquent la β-arrestine permet la liaison entre le 
récepteur, le signal d’initiation de la cascade ERK et la cascade elle-même, donc la  
β-arrestine et le récepteur peuvent jouer aussi un rôle de scaffold proteins ou protéines 
d’ancrage (Fergusson, 2001). DeFea et al. (2000) ont montré que le complexe de 
signalisation formé par le récepteur, la protéine β-arrestine et les composants de la 
cascade ERK, Raf-1 et ERK1/2, peuvent assurer une localisation adaptée (cytosolique 
ou nucléaire) pour l’activation d’ERK par le récepteur. Ces données montrent que les  
β-arrestines peuvent réguler la formation des complexes de transduction du signal et 
peuvent aussi réguler les différentes localisations de ces complexes dans la cellule 
(Ferguson, 2001). 
Une deuxième groupe de chercheurs postule que l’activation de la cascade ERK n’a pas 
besoin de l’internalisation du récepteur µ (Kramer et Simon, 2000 ; Schmidt et al., 
2000 ; Trapaidze et al., 2000). Ces auteurs proposent deux hypothèses : (1) les kinases 
ERK peuvent phosphoryler le récepteur µ comme une partie du mécanisme de 
désensibilisation (Kramer et Simon, 2000) ; et (2) les kinases ERK peuvent à leur tour 
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activer d’autres kinases, et indirectement activer la phosphorylation du récepteur µ 
(Schmidt et al., 2000). 
La diminution des taux des kinases pERK1/2 dans le cortex préfrontal d’addicts aux 
opiacés montre que chez ces sujets, l’exposition répétée aux drogues opiacées induit une 
down-regulation de ce système. Ces résultats, ainsi que ceux montrés pour les protéines 
régulatrices (Figure 7A), semblent être en accord avec l’hypothèse proposant que 
l’activation de la voie des MAPKs par les opiacés se produit sans l’internalisation du 
récepteur µ. L’altération de cette voie peut être le résultat d’un effet compensatoire de 
l’absence de désensibilisation du récepteur µ. Dans ce contexte la voie des MAPKs peut 
contribuer aux effets cellulaires à long terme induits par les opiacés, comme le 
développement de la tolérance et de la dépendance. Néanmoins, nos résultats ne peuvent 
pas expliquer quel est le mécanisme d’activation de la voie des MAPKs dans les 
processus d’addiction aux opiacés. Une question reste posée : quelle sont les cibles de 
cette kinase après l’activation par les opiacés. Il faut noter que la nature séquentielle de 
la cascade ERK1/2 fourni de multiples possibilités au niveau desquelles la réponse peut-
être régulée par phosphorylation et déphosphorylation des protéines de cette cascade, 
permettant ainsi une forte amplification du signal extracellulaire. La durée de 
l’activation des MAPKs détermine la localisation nucléaire ou cytosolique des kinases. 
Cette localisation différente induira le “choix” des objectifs par la kinase. Entre les 
cibles cytosoliques possibles on peut trouver des protéines du cytosquelette neuronal, 
comme les neurofilaments (Veranna et al., 1998), protéines qui ont déjà été impliquées 
dans les processus d’addiction aux opiacés (Beitner-Johnson et al., 1992 ; García-
Sevilla et al., 1997b). 
 
Etude de la modulation des NFs par les opiacés. 
Une des hypothèses actuelles sur les effets des opiacés dans le cerveau est que ces 
drogues, peuvent induire des altérations morphologiques des neurones. Ces 
modifications peuvent être impliquées dans le développement d’une plasticité 
neuronale. Dans ce contexte, l’étude des protéines du cytosquelette neuronal semblent 
avoir une grande importance. Une de ces protéines est le triplet de neurofilaments. 
L’état et les taux de ces protéines ont été étudié dans le cerveau post-mortem humain. 
Les résultats de cette étude démontrent que l’addiction aux opiacés chez l’homme est 
associée dans le cortex préfrontal avec des réductions des formes non-phosphorylées de 
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NFs, tant en quantité absolue que relative (pourcentage de diminution des quantités 
totales et relatives : NF-H, 42 et 32 % ; NF-M, 19 et 9 % ; NF-L, 30 et 29 %) (Figures 
14 et 15). Chez ces mêmes sujets, il existe des augmentations des quantités totales et 
relatives des formes phosphorylées de NF-H (58 et 41 %) et de NF-M (56 et 28 %) 
(Figure 16 et 17). La forme phosphorylée de NF-L n’a pas été quantifiée parce qu’il 
n’existe pas d’anticorps commerciaux contre cette protéine. Dans ce même groupe 
d’addicts aux opiacés, il n’a pas été observé de modifications des taux de GFAP 
(protéine spécifique de cellules gliales) (Figure 18). Les altérations de NFs induites par 
les opiacés sont spécifiques de l’effet de ces drogues ; en effet d’autres protéines en 
relation avec le cytosquelette neuronal restent inchangées (α/β-tubuline, actine, tau, 
vimentine et synaptophisine) dans la VTA des rats traités chroniquement à la morphine 
(Beintner-Johnson et al., 1992) et dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés  
(α-tubuline, Escribá et al., 1994 ; α-internexine, résultats présentés au paragraphe 
5.1.2.3.). Ces résultats négatifs suggèrent que la régulation à long terme par les opiacés 
des NFs, n’est pas le résultat d’une désorganisation générale du cytosquelette neuronal 
dans le cerveau. 
Du fait que les addicts aux opiacés décèdent d’overdoses d’opiacés (héroïne et 
méthadone), les changements observés pour les protéines des NFs dans les cerveaux de 
ces sujets (réduction dans la quantité totale des NFs et hyperphosphorylation aberrante 
de la protéine NF-H) peuvent être mis en relation avec la dernière dose mortelle 
d’opiacés. Pour évaluer l’influence du système opiacé sur la phosphorylation de NF-H, 
on a étudié l’état de cette protéine dans les cortex cérébral de rats traités de manière 
chronique et aiguë à la morphine et à la naloxone. Nos résultats montrent que le 
traitement aigu à la morphine induit une augmentation des taux de pNF-H (93 %) 
(Figures 26 et 27). Par contre le traitement chronique montre une induction de la 
tolérance de l’effet aigu des opiacés sur la phosphorylation de NF-H (Figures 26 et 27). 
D’ailleurs, chez ces animaux dépendants à la morphine, l’induction d’un sevrage 
spontané aux opiacés conduit à une diminution de l’immunodensité de la protéine NF-H 
phosphorylée d’une manière dépendante du temps (2-24 heures). Ainsi, 2 heures après 
la dernière dose du traitement chronique, l’immunodensité de la protéine NF-H 
phosphorylée est augmentée de manière significative dans le cortex cérébral des rats  
(27 %), mais elle est suivie (6-12 heures) par une down-regulation progressive de 
l’immunoréactivité de la protéine (5 % d’augmentation à 6 heures et 5 % de diminution 
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à 12 heures) (Figures 26B et 27). Finalement, 24 heures après la dernière dose, 
l’induction du sevrage spontané aux opiacés provoque une diminution de l’état de 
phosphorylation du NF-H (29 %) (Figures 26B et 27). Toutefois, le sevrage après un 
traitement chronique à l’héroïne n’est pas associé à un changement de l’état de 
phosphorylation du NF-H (mesuré avec l’anticorps NE-14) dans les cerveaux de rats  
(7 % d’augmentation de l’immunoréactivité). L’ensemble de ces résultats suggère que 
dans les cerveaux de rats, les effets chroniques de la morphine et de l’héroïne sur le  
NF-H phosphorylé, ne sont pas mis en évidence 12-24 heures après l’injection de la 
dernière dose. Dans des rats traités à la morphine, des résultats similaires sont obtenus 
pour l’immunoréactivité du NF-H phosphorylé avec l’utilisation de l’anticorps SMI-31. 
Comme cela a été déjà décrit (Boronat et al., 1998), le traitement chronique à la 
morphine mais non le traitement aigu, induit une forte diminution de l’immunoréactivité 
de la sous-unité NF-L (86 %) 2-6 heures après de la dernière dose (Figure 26D), ce qui 
confirme que la down-regulation de NF-L induite par le traitement chronique à la 
morphine est un marqueur neurochimique spécifique de l’addiction aux opiacés. 
Au contraire de la morphine, le traitement aigu et chronique avec la  naloxone, un 
antagoniste non-sélectif des récepteurs opioïdes, n’altère pas l’immunodensité de NF-H 
phosphorylé dans le cortex cérébral des rats, bien que le blocage des récepteurs résulte 
en une tendance à la diminution de la quantité de NF-H phosphorylé (traitement aigu : 
21 % de diminution ; traitement chronique : 16 % de diminution) (Figure 26C). Ces 
résultats suggèrent que les récepteurs aux opiacés (probablement le récepteur µ) qui 
modulent l’état de phosphorylation des NFs ne sont pas activés de manière tonique par 
des peptides opioïdes endogènes. 
L’ensemble de ces résultats indique que les traitements chroniques et aigus à la 
morphine sont associés à des augmentations des quantités de la protéine NF-H 
phosphorylée dans le cortex cérébral des rats (résultats obtenus avec deux anticorps 
différents) mais l’effet du traitement aigu est plus important que l’effet chronique 
(induction de la tolérance). Ces résultats obtenus dans les cerveaux de rats suggèrent 
que l’hyperphosphorylation de NF-H observée dans le cortex préfrontal des addicts aux 
opiacés peut être relié tant à l’effet chronique des opiacés qu’à l’effet aigu de la dernière 
dose mortelle d’opiacés (principalement d’héroïne), à la différence des résultats 
observés pour les kinases pERK1/2 qui semblent être dues seulement à l’exposition 
prolongée aux opiacés. 
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Les résultats présentés dans ce travail de thèse confirment ceux qui avaient déjà été 
exposés dans une étude antérieure (García-Sevilla et al., 1997b), dans lequel était 
montrée une diminution (47%) de la quantité totale d’immunodensité de NF-L dans le 
cerveau d’addicts aux opiacés. En effet, la combinaison des résultats de ces deux études 
(García-Sevilla et al., 1997b, et les présents résultats) indiquent clairement que la 
densité de la sous-unité NF-L est diminuée (44±6 %, n = 25, p <0.0001) dans le cortex 
préfrontal d’addicts aux opiacés. Très récemment, cette diminution de la sous-unité  
NF-L a été aussi observée dans le cortex cérébral de rats traités chroniquement à la 
morphine (Boronat et al., 1998). Néanmoins, une autre étude réalisée avec des rats 
traités chroniquement à la morphine (Beitner-Johnson et al., 1992), a montré que les 
trois sous-unités de NFs non-phosphorylées se trouvaient diminuées dans une région 
très précise du cerveau (pourcentages de diminution : NF-H, 18 % ; NF-M, 33 % ;  
NF-L, 14 %). Ces auteurs proposent que cette région dopaminérgique, la VTA, est 
l’unique région cible pour les effets chroniques des opiacés sur les NFs. Cependant, nos 
résultats et ceux de Boronat et al. (1998) montrent que l’addiction aux opiacés est aussi 
associée à une diminution des quantités totales de NFs dans le cortex frontal, une région 
cérébrale qui est la cible des effets chroniques des opiacés chez l’humain (Escribá et al., 
1994 ; Busquets et al., 1995) et qui peut aussi jouer un rôle important dans l’addiction 
aux opiacés (Simonato, 1996). Les variations entre ces résultats peuvent être dues aux 
différents degrés de tolérance et dépendance aux opiacés induits dans les deux études. 
Dans cette étude il a été démontré que les niveaux des NF-H et NF-M phosphorylés sont 
sensiblement augmentés dans les cerveaux d’addicts aux opiacés (cortex préfrontal). 
Dans ces sujets, le rapport entre les formes phosphorylées et non-phosphorylées de la 
sous-unité NF-H est deux fois plus grand que dans les cerveaux des sujets contrôles. 
Cette donnée signifie que malgré la diminution de la densité des formes totales des NFs 
dans les cerveaux d’addicts, la quantité finale de NFs se trouve dans un état plus 
phosphorylé chez ces sujets que chez les sujets contrôles. Cette hausse de l’état de 
phosphorylation des sous-unités NF-H et NF-M a été aussi observée dans la VTA des 
rats traités chroniquement à la morphine (Beitner-Johnson et al., 1992). Cette 
hyperphosphorylation des NFs peut être due à des altérations de la fonction des kinases 
ou des phosphatases impliquées dans le processus de phosphorylation et/ou 
déphosphorylation des NFs. Entre les addicts et les contrôles il n’existe pas de 
changements des taux de la phosphatase PP2A (Figure 21), une des phosphatases qui 
 145
peut déphosphoryler les NFs (Veeranna et al., 1995), ce qui indique que 
l’hyperphosphorylation de NF-H et de NF-M n’est pas due à une réduction des 
processus de déphosphorylation. Par contre, des protéines kinases spécifiques telles que 
la cyclin-dependent kinases5 (cdk5) ou les extracellular signal-regulated kinase (ERK) 
se trouvent diminuées dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés (18 % et 81 % 
respectivement, résultats présents). Ces données suggèrent que ces kinases peuvent être 
impliquées dans l’hyperphosphorylation des NFs, mais des études supplémentaires sur 
les différentes kinases devront être réalisées pour déterminer exactement quelle(s) 
kinase(s) sont les responsables de la hausse de la phosphorylation observée dans les 
processus d’addiction aux opiacés. 
L’implication fonctionnelle de la diminution des taux de NFs totaux ainsi que 
l’augmentation des niveaux des NFs phosphorylés dans le cerveau d’addicts aux opiacés 
n’est pas claire, principalement du fait de la connaissance incomplète du rôle des NFs 
dans les fonctions cérébrales (Robinson et Anderton, 1988 ; Julien et Mushynsky, 
1998). Les NFs sont des déterminants intrinsèques du calibre axonal (Hoffmann et al., 
1984) et une réduction du taux des NFs est associée avec une diminution du calibre 
axonal et de la vitesse de conduction de l’influx nerveux (Sakaguchi et al., 1993). Des 
preuves directes de perturbation du transport axonal dans les traitements chroniques à la 
morphine ont été démontrées (Beitner-Johnson et Nestler, 1993). De plus, une 
phosphorylation aberrante de NF-H peut produire une accumulation des NFs et réduire 
la vitesse du transport axonal (Nixon et Sihag, 1991 ; Pant et Veeranna, 1995). Des 
anomalies de la phosphorylation de NFs ont été observées dans certaines maladies 
neurodégénératives, ce qui suggère que des altérations des NFs peuvent induire des 
dégénérescences sélectives ainsi que la mort neuronale (Robinson et Anderton, 1988 ; 
Julien et Mushynsky, 1998). Des études réalisées avec des modèles animaux 
transgèniques présentant des accumulations des NFs, des phosphorylations aberrantes 
et/ou un traitement anormal des ARNs (des NF-H et NF-L) ont prouvé de façon directe 
que des altérations des NFs peuvent provoquer des anomalies neuropathologiques et des 
neurodégénérescences (Gibb et al., 1998 ; Julien et Mushynsky, 1998 ; Cañete-Soler et 
al., 1999). 
Dans ce contexte, l’exposition répétée aux opiacés induit une diminution de la taille et 
du calibre des dendrites et du corps cellulaire des neurones dopaminérgiques de la VTA 
(Sklair-Tavron, et al., 1996) et induit la diminution de la complexité de l’arbre 
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dendritique ainsi que la diminution du nombre d’épines dendritiques dans les neurones 
du noyau accumbens et du néocortex (Robinson et Kolb, 1999). De même, l’exposition 
aux opiacés réduit la création des neurones dans l’hippocampe des rats adultes (Eisch, et 
al., 2000). Le mécanisme par lequel la morphine altère la taille et la structure d’épines 
dendritiques des neurones n’est pas connu, mais pourrait être en relation avec la 
capacité des opiacés à altérer les NFs (Beitner-Johnson et al., 1992 ; García-Sevilla et 
al., 1997b ; Boronat et al., 1998 ; présents résultats). Ces changements structurels et 
fonctionnels pourraient refléter une détérioration neuronale induite par l’exposition 
chronique aux opiacés chez les rats (Nestler et al., 1996) et chez les humains (García-
Sevilla et al., 1997b ; présents résultats). En effet, le traitement chronique à la morphine 
a été aussi associé avec une augmentation des taux de la GFAP dans la VTA (Beitner-
Johnson et al., 1993) mais non dans le cortex frontal de rats dépendants et d’addicts aux 
opiacés (Beitner-Johnson et al., 1993 ; présents résultats), ces altérations ont été 
associées avec des détériorations neuronales (O’Callaghan, 1994). Un endommagement 
neuronal induit par une axotomie produit une hausse dans la quantité de la GFAP ainsi 
qu’une diminution des NFs (Linuzzi et Tedeschi, 1992). D’ailleurs, l’exposition à long 
terme à des neurotoxiques comme l’acrylamide ou l’aluminium, provoque une 
diminution dans les taux des NFs et/ou dans les niveaux de l’ARNm de ces protéines 
(revu dans García-Sevilla et al., 1997b). De façon intéressante, Noble et al. (2000) ont 
montré in vitro et in vivo que l’exposition répétée à la morphine induit une hausse des 
taux de la dynamine, une phosphoprotéine qui joue un rôle important dans la 
signalisation cellulaire, y compris dans l’endocytoses des récepteurs et l’union aux 
microtubules. La dynamine peut transloquer du cytoplasme vers les membranes 
synaptiques et interagir avec la kinase Src pour déclencher l’activation de la voie des 
MAPKs. La translocation de la dynamine et la diminution des NFs dans les processus 
d’addiction peuvent contribuer à la réduction des protéines dans les terminaisons 
nerveuses et de cette manière altérer la fonction des nerfs. Cette plasticité peut être à la 
base de changements à long terme induits par les opiacés (Noble et al., 2000). 
Finalement, Pezawas et al. (1998) ont montré avec des techniques de neuro-imagerie, 
une diminution du volume cérébral chez les addicts aux opiacés. 
L’ensemble de ces résultats, ainsi que la démonstration que les NFs se trouvent 
sensiblement altérés dans le cerveau d’addicts aux opiacés, semble indiquer que 
probablement la prise chronique d’opiacés pourrait induire des adaptations et des 
 147
altérations neuronales permanentes tant au niveau structurel qu’au niveau fonctionnel, 
changements qui pourraient être impliqués directement dans un endommagement 
neuronal et dans le développement d’une plasticité neuronale dans le cerveau. 
 
Dérégulation du complexe p35/cdk5 dans les processus d’addiction aux opiacés. 
La kinase cdk5 a été impliquée directement dans la phosphorylation de la région  
C-terminale de NF-H et de NF-M (Veeranna et al., 1998 ; Tokuoka et al, 2000). Cette 
kinase nécessite la présence d’un activateur spécifique pour être active. Deux de ces 
activateurs sont la protéine p35 et sa forme tronquée p25, qui se trouvent 
spécifiquement dans les tissus neuronaux (Lew et al., 1994 ; Lee et Johnston, 1997). 
L’état de la kinase cdk5, de ses deux activateurs p35/p25, de la protéase µ-calpaine 
(responsable du clivage protéolytique de p35 à p25), et des formes phosphorylées de 
NF-H et de NF-M, ont été mesurés dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) 
d’addicts aux opiacés appariés par le sexe, l’âge et le PMD à des sujets contrôles sans 
aucune histoire d’addiction. Nos résultats montrent que les taux des protéines cdk5 et 
p35 se trouvent diminués de manière significative chez les sujets addicts aux opiacés 
(18 % de diminution pour la kinase cdk5 ; 26 % et 44 % pour la protéine p35 mesurées 
avec deux anticorps différents : le premier réagit contre la région C-terminale et le 
deuxième réagit contre la région N-terminale de la protéine) (Figures 21 et 22). Chez les 
mêmes sujets, les taux de la forme phosphorylée de NF-H sont augmentés par rapport 
aux contrôles (43 %), comme cela a déjà été montré dans le paragraphe précédent. Par 
contre, les taux des protéines p25, µ-calpaine et pNF-M ne sont pas significativement 
modifiés entre les deux groupes expérimentaux (Figures 21 et 22). De façon 
intéressante, les valeurs individuelles de la protéine p35, mesurées avec les anticorps  
C-19 et N-20 (deux anticorps qui reconnaissent deux régions différentes de la protéine 
p35), sont corrélées de manière significative avec celles obtenues pour le pNF-H 
(Figure 25B) et pour le pNF-M (données non montrées) suggérant une relation étroite 
entre l’activateur neuronal spécifique de cdk5 et la quantité de NF phosphorylé chez 
chacun des addicts aux opiacés. Cette corrélation montre qu’une augmentation de p35 
est accompagnée d’une hausse de la phosphorylation de NF-H ; par contre des valeurs 
faibles de p35 correspondent à une phosphorylation normale de NF-H. Ces résultats 
révèlent l’existence d’une dérégulation marquée du complexe p35/cdk5 dans les 
cerveaux des addicts aux opiacés (sujets qui se trouvent dans un état de 
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tolérance/dépendance) qui pourrait avoir un impact important sur la structure et 
l’organisation du cytosquelette neuronal. De plus, la corrélation entre p35 et les formes 
phosphorylées de NFs pourrait également indiquer, comme cela a par ailleurs été 
démontré in vitro, que p35, non seulement active à la kinase cdk5, mais qu’elle joue 
également un rôle de protéine d’ancrage afin de localiser la kinase à proximité de son 
substrat. 
Pour évaluer si les diminutions du complexe p35/cdk5 observées dans le cerveau 
d’addicts sont dues à l’exposition chronique aux opiacés ou si au contraire, elles sont 
dues à l’effet de la dernière dose mortelle reçue par les addicts, les taux de ces protéines 
ont été étudiés chez des rats traités chroniquement ou de manière aiguë à la morphine. 
Nos résultats montrent que les taux des protéines cdk5 et p35 sont diminués 
significativement dans les cerveaux des rats traités chroniquement à la morphine. Par 
contre, le traitement aigu à la morphine induit seulement des augmentations des taux de 
la kinase cdk5, mais il n’existe pas de changements des taux de la protéine p35  
(Figure 31). Ces résultats suggèrent que la down-regulation du complexe p35/cdk5 
observée dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés (Figures 21 et 22) serait due à 
l’exposition répétée aux drogues opiacées, plutôt qu’à la combinaison des effets 
chroniques et aigus des opiacés. 
Récemment, Lee et al., (2000) ont montré que des processus neurotoxiques peuvent 
induire le clivage protéolytique de la protéine p35 à p25 par le calpaine. A la différence 
de p35 qui est rapidement dégradée, p25 est plus stable (comme cela à été montré dans 
la figure 20) et à son tour peut activer de manière constitutive la kinase cdk5. Donc p25 
peut changer la localisation cellulaire de la kinase et de ce fait peut modifier sa 
spécificité pour les substrats. Cette activation aberrante de la kinase cdk5 par p25 a été 
impliquée dans des anomalies du cytosquelette neuronal ainsi que dans des maladies 
dégénératives (Patrick et al., 1999). Nos résultats par contre, ne montrent pas de clivage 
aberrant induit par les opiacés de la protéine p35. En effet, dans les cerveaux d’addicts 
aux opiacés, la diminution des taux de p35 n’est pas accompagnée par une augmentation 
des taux de p25 ni par des changements de la protéase µ-calpaine. 
Très récemment, Bibb et al. (2001) ont montré que les effets chroniques de la cocaïne 
sont régulés par la cdk5. Ces auteurs montrent que les taux de cdk5 et de son activateur 
p35 sont augmentés dans les cerveaux de rats traités chroniquement à la cocaïne. Les 
différences entre les effets de la cocaïne (hausse des taux du complexe p35/cdk5) et des 
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opiacés (diminution des taux du même complexe), peuvent être dus aux propriétés 
psycho-stimulantes de la cocaïne sur le SNC, alors que les opiacés sont des dépresseurs 
du SNC. Cependant, à notre connaissance, nos résultats sont les premiers à montrer que 
l’addiction aux opiacés induit une forte dérégulation à la baisse du complexe p35/cdk5. 
Les mécanismes par lesquels les opiacés induisent cette altération sont inconnus, mais 
pourraient être en relation avec la cascade des kinases ERKs. Harada et al. (2001) ont 
montré que l’activation continue des kinases ERKs est nécessaire et suffisante pour 
induire fortement l’expression de p35. De plus, quelques études ont proposé in vivo une 
relation entre l’activation d’ERK et de cdk5 (Tokuoka et al., 2000). Ces données, de 
même que les résultats présentés dans ce travail, suggèrent que les opiacés peuvent 
activer les kinases ERK1/2 et à leur tour, ces kinases peuvent induire l’expression de 
p35 que conduira à l’activation de cdk5. 
 
 
MECANISMES DE REGULATION DE L’EFFET DE LA MORPHINE 
 
Spécificité de l’effet de la morphine. 
Comme cela a déjà été décrit, le récepteur µ est le principal récepteur aux opiacés 
impliqué dans les processus d’addiction à ces drogues (Matthes et al., 1996). Pour 
confirmer l’implication in vivo du récepteur µ dans l’up-regulation de la 
phosphorylation des NFs ainsi que dans la diminution des sous-unités non-
phosphorylées de NFs, des souris knockout (KO) pour le récepteur µ ont été utilisées. 
Nos résultats montrent l’implication sélective du récepteur µ in vivo dans les altérations 
des NFs dans les processus d’addiction aux opiacés. En effet, le cortex cérébral des 
souris de type sauvage traitées chroniquement à la morphine, présente une diminution 
significative des taux de NF-L et une hausse de la forme phosphorylée de NF-H 
(résultats similaires à ceux obtenus dans le cerveau humain), alors que dans des souris 
KO pour le récepteur µ, il n’existe pas d’altérations significatives induites par la 
morphine de ces protéines du cytosquelette neuronal (Figures 28 et 29). Nos résultats, 
ainsi que ceux obtenus par Noble et al. (2000), qui montrent dans des souris KO que les 
altérations induites par les opiacés sur la dynamine sont produites à travers le récepteur 
µ, confirment l’importance de ce récepteur dans les changements neuronaux induits par 
l’exposition chronique aux opiacés, tant structurels que fonctionnels. 
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 Modulation de la phosphorylation de NF-H et de la voie des MAPKs par les 
opiacés dans la lignée cellulaire SH-SY5Y. 
La voie de MAPKs a été initialement impliquée dans les processus de croissance 
cellulaire mais ultérieurement elle a aussi été impliquée dans les processus d’addiction 
aux opiacés (Ortiz et al., 1995). Des altérations de NFs ont également été décrits après 
une exposition prolongée aux opiacés (Beitner-Johnson et al., 1992 ; García-Sevilla et 
al., 1997b ; Boronat et al., 1998 ; Ferrer-Alcón et al., 2000). La séquence d’acides 
aminés KSP de la région C-terminale des NFs, est une des cibles spécifiques des kinases 
ERK1/2. Le but de cette dernière partie du travail est de déterminer si dans les processus 
d’addiction aux opiacés, la voie des kinases ERK1/2 est impliquée dans 
l’hyperphosphorylation de NF-H à travers le récepteur µ. Pour cela, la lignée cellulaire 
SH-SY5Y a été utilisée. Cette lignée constitue normalement un modèle neuronal. Ces 
cellules sont caractérisées par un grand nombre des récepteurs µ et δ (proportion de  
4 à 1), elle présentent donc un intérêt particulier pour étudier l’effet des opiacés. 
L’activation des kinases ERK1/2 se produit à travers la phosphorylation des résidus de 
tyrosine et thréonine par les kinases MEK1/2. Cette double phosphorylation induite par 
MEK1/2 est l’unique possibilité d’activer les kinases ERK1/2. L’inhibition de la 
cascade de transduction de signal au niveau de MEK1/2 empêche donc l’activation de 
ERK1/2. La sélectivité du composé PD98059 pour MEK1/2 est montrée par le fait 
qu’une dose de 50 µM, a un effet très limité sur un grand nombre d’autres kinases 
purifiées in vitro (revu par Roberts, 2001). Donc, le PD98059 est d’intérêt dans l’étude 
de la cascade des kinases ERK1/2. Effectivement, à une concentration de 100 µM cet 
inhibiteur est capable de bloquer totalement l’activation des kinases ERK1/2, ce qui 
signifie que l’activité de ces kinases est directement dépendant de l’activation des 
kinases MEK1/2. En plus, le degré d’inhibition de la réponse à la morphine (1 µM) dans 
les cellules SH-SY5Y par cet agent est approximativement 50 % pour une concentration 
de 50 µM de PD98059 (Figure 34), ce qui suggère que la voie de transduction du signal 
de ERK1/2 est une des principale voies impliquées dans les processus d’addiction aux 
opiacés. Pour une concentration d’inhibiteur de 100 µM il n’y a pas d’activation de la 
voie, donc la morphine n’a pas d’effet possible sur l’activation des kinases ERK1/2. 
Nos résultats montrent que dans des cellules SH-SY5Y stimulées avec 1 µM de 
morphine, il existe une activation très rapide des kinases ERK1/2 (Figure 32). Cette 
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activation des kinases ERK1/2 est accompagnée par une augmentation de la 
phosphorylation de la protéine NF-H (Figure 33). En effet, les densités des kinases 
ERK1 et ERK2 sont corrélés significativement avec celles obtenues pour le NF-H 
phosphorylé (Figure 35). Ces données montrent d’une manière indirecte, que 
l’activation des kinases ERK1/2 par la morphine peut produire une phosphorylation de 
la protéine NF-H, suggérant que l’hyperphosphorylation de NF-H dans le cortex 
préfrontal d’addicts aux opiacés (résultats présents) peut résulter dans l’activité des 
kinases ERK1/2, confirmant ainsi l’importance possible de cette voie dans les 
altérations à long terme induites par les opiacés. Néanmoins, l’hyperphosphorylation de 
NF-H dans les processus d’addiction aux opiacés peut être aussi due à l’effet combiné 
de kinases différentes, comme cela est suggéré par la dérégulation à la baisse du 
complexe p35/cdk5 (Figures 21 et 22) et le fait que la suppression de l’activité des 
























Ce travail de thèse nous a permis d’évaluer, par une approche biochimique, le système 
opiacé tant dans le cerveau humain que dans celui des rongeurs. De ce fait, des 
altérations de la densité du récepteur µ ainsi que des différentes protéines régulatrices ou 
structurelles ont été mises en évidence dans nos modèles expérimentaux. Tous ces 
résultats tendent à prouver que les opiacés peuvent induire des adaptations et des 
modifications neuronales importantes, tant au niveau moléculaire qu’au niveau 
fonctionnel dans le cerveau humain. 
Les principales conclusions qu’ont peut obtenir des résultats de ce travail de thèse sont 
les suivantes : 
 1-Dans les cerveaux des addicts aux opiacés, il existe un faible diminution de 
l’immunodensité du récepteur µ et des protéines impliquées dans la régulation 
homologue (GRK2/6 et β-arrestine2) du récepteur. Ces résultats suggèrent l’instauration 
d’un mécanisme de tolérance biochimique au niveau des processus de régulation du 
récepteur chez les addicts chroniques aux opiacés. 
 2-Dans l’ensemble du groupe d’addicts aux opiacés, il ne semble pas exister des 
changements remarquables de l’immunoréactivité de la kinase PKA ni dans les formes 
totales et phosphorylées du facteur de transcription CREB (tCREB et pCREB). 
Cependant, les valeurs individuelles de la kinase PKA sont corrélées de manière très 
significative à celles de la forme active de CREB (pCREB), ce qui montre une 
modulation (vers le haut et/ou vers le bas) du facteur de transcription CREB par la 
kinase PKA dans les processus d’addiction aux opiacés dans le cerveau humain. 
 3-Dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés, il existe une très forte 
diminution de l’immunoréactivité des formes actives (les formes phosphorylées) des 
kinases MEK1/2 et ERK1/2. Cette diminution se produit dans les mêmes sujets 
devenues tolérants aux effets des opiacés chez qui le mécanisme de régulation 
homologue du récepteur µ et la voie de signalisation classique (PKA/CREB) sont 
presque pas altérés. Cet altération de la voie des MAPKs est aussi observée dans les rats 
traités à la morphine, lesquels après une traitement chronique ont une diminution 
importante de l’immunoréactivité de ces kinases. Donc, la diminution dans 
l’immunodensité des kinases ERK1/2 dans le cerveau d’addicts n’est pas due à la 
combinaison des effets chroniques et aigus des opiacés, mais plutôt de l’exposition 
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prolongée aux opiacés. Ces résultats suggèrent que dans les processus d’addiction aux 
opiacés, la voie des MAPKs peut jouer un rôle important dans le développement de la 
tolérance et de la dépendance. 
4-La densité des formes non-phosphorylées de NF-H et de NF-L est diminuée 
dans le cortex préfrontal d'addicts aux opiacés. Dans les mêmes sujets la densité de la 
forme phosphorylée de NF-H est augmentée. Des résultats similaires ont été obtenus 
dans le cortex cérébral de rats traités à la morphine, c’est-à-dire une diminution de 
l’immunodensité de NF-L ainsi qu’une augmentation de la forme phosphorylée de  
NF-H. La diminution de NF-L et la phosphorylation aberrante de NF-H dans le cerveau 
d’addicts aux opiacés pourraient jouer un rôle important dans les mécanismes cellulaires 
(plasticité neuronale) de l’addiction aux opiacés. 
5-Dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacés, il existe une diminution de 
l’activité du complexe p35/cdk5. Dans les cerveaux des rats, le traitement chronique à la 
morphine induit aussi un diminution de l’immunoréactivité de ce complexe. Cette 
observation montre pour la première fois l’implication de ce complexe dans les 
processus d’addiction aux opiacés, et pourrait avoir, parmi d’autres effets, un impact sur 
la structure et l’organisation du cytosquelette neuronal. En effet, chez les addicts aux 
opiacés, la corrélation entre les valeurs individuelles de p35 et de NF-H phosphorylé, 
pourrait indiquer que p35 non seulement active la kinase cdk5, mais joue également un 
rôle de protéine d’ancrage afin de localiser la kinase à proximité de son substrat (les 
neurofilaments). 
6-Dans le cortex cérébral des souris “knockout” pour le récepteur µ-opioïde 
traitées chroniquement à la morphine, il n’existe pas d’altérations significatives dans 
l’immunodensité de NF-L et de NF-H phosphorylé, ce qui confirme l’importance de ce 
type de récepteur opioïde dans les changements neuronaux induits par l’exposition 
chronique aux opiacés (altérations des protéines du cytosquelette). 
7-L’exposition des cellules SH-SY5Y (qu’expriment aussi bien les récepteurs µ- 
que δ-opioïde) à la morphine, induit une activation des kinases ERK1/2 (à travers de 
l’activation directe des kinases MEK). Dans cette même lignée cellulaire traitée à la 
morphine, il existe une corrélation significative en fonction du temps entre les valeurs 
d’immunoréactivité des kinases ERK1/2 et ceux de NF-H phosphorylé, ce que signifie 
que probablement l’activation des kinases ERK1/2 par la morphine induit une 
phosphorylation de NF-H, ce qui indique que les NFs sont des cibles probables des 
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Figure 1. Gel de 8 % d’acrylamide (16x20 cm et de 1 mm d’épaisseur) coloré au bleu de 
Coommassie. Chargement de 60 µg de protéines totales de cortex préfrontal humain par 
puits. Les puits 1 à 9 correspondent à des contrôles ; les puits 10 à 23 correspondent à des 
addicts aux opiacés.


























































































































































Figure 3. Exemples de la linéarité entre la concentration de protéine totale et la densité optique 
intégrée (IOD). Différentes concentrations (10 à 90 µg) d’homogénat total de cortex préfrontal 
d’un sujet contrôle sain ont été chargées dans des gels de 7 ou 10 % d’acrylamide (pour les 
protéines pNF-H, cdk5 et p35 : un homme de 35 ans avec un PMD de 29h ; pour les kinases 
GRK2/6 et pour β-arrestine2 : un homme de 19 ans avec un PMD de 13 h). Après l’électrophorèse, 
les protéines ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose, et ces membranes ont été
incubées avec différents anticorps (dilutions des anticorps utilisés : SMI-31, 1 : 5000 ; anti-GRK6, 
1 : 1000 ; anti-GRK2, 1 : 5000 ; anti-β-arrestine2, 1 : 1000 ; anti-cdk5, 1 : 10 000 et anti-p35 C-19, 
1 : 3000). L’immunoréactivité spécifique des différentes protéines est mesurée avec un 
densitomètre et les valeurs obtenues de densité optique intégrée sont corrélées avec les valeurs des 
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Figure 4. Immunoréactivité du récepteur µ dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) 
d’addicts aux opiacés (n = 25) ainsi que d’addicts décédés par une overdose d’héroïne (n = 13) 
ou de méthadone (n = 12). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur 
standard) par rapport à celui des contrôles fixés à 100±1 (*p <0.05, **p <0.0001, one-sample
t-test). Immunoblot représentatif du récepteur µ dans le cortex préfrontal d’addicts aux 
opiacées (A) et leur contrôle respectif (C). Le chargement du gel est de 40 µg par puits. C1 
correspond au contrôle 1 dans le tableau 9 ; A1 et A2 correspondent aux addicts 3 et 4 du 
tableau 8 respectivement. L’anticorps utilisé est Mu/2EL qui reconnaît deux bandes à 66 et 85 
kDa. Pour l’addict A1 il y a une diminution d’immunoréactivité de 29 % pour la bande de 66 
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Figure 5. Mise en évidence de l’immunoréactivité des kinases GRK2 et GRK6 ainsi que de la 
protéine β-arrestine2 dans une préparation totale de cortex préfrontal humain (aire 9 de 
Brodmann) d’un sujet contrôle sain (un homme de 19 ans avec un PMD de 13 heures). Pour 
chaque protéine différentes concentrations (10-80 µg) ont été chargées et la spécificité des 
anticorps anti-GRK2 (en haut), anti-GRK6 (au milieu) et anti-β-arrestine2 (en bas) est étudiée 
par la préincubation de chaque anticorps avec son peptide antigènique (préabsorption de 
l’anticorps) ce qui résulte en un blocage de l’immunoréactivité de la protéine spécifique, et dans 
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Figure 6. A : Effet du PMD (valeurs comprises entre 3 et 81 heures) sur l’immunoréactivité des 
kinases GRK2 et GRK6 ainsi que de la protéine β-arrestine2 dans le cortex préfrontal humain (aire 
9 de Brodmann) (14 sujets contrôles sains : 12 hommes et 2 femmes, avec des âges compris entre 15 
et 50 ans ; tous les sujets sont analysés dans le même gel). Les immunoblots représentatifs pour la 
GRK2 (80 kDa), la GRK6 (66 kDa) et pour la β-arrestine2 (46 kDa) montrent seulement les 
immunoréactivités de 8 sujets. La quantité de protéine totale chargée est de 41 µg sauf pour la 
GRK6 (51 µg). Les expériences ont été réalisées deux fois avec de résultats similaires. L’influence 
du PMD sur les différentes protéines a été étudiée par des analyses de corrélation, où la valeur de r 
est le coefficient de corrélation de Pearson’s et les droites représentent les régressions linéaires des 
corrélations (pour GRK2 : y = 1.41-0.013x, n = 14 ; pour GRK6 : y = 1.33-0.010x, n = 14 ; pour 
β-arrestine2 : y = 1.31-0.010x, n = 14). Les axes verticaux (immunodensités) sont exprimés en 
densité optique intégrée (IOD). B : Diminution de l’immunodensité des kinases spécifiques des 
récepteurs couplés aux protéines G (GRK2 et GRK6) et de la β-arrestine2 avec l’âge dans le 
cerveau des contrôles sains (cortex préfrontal, aire 9 de Brodmann) (valeurs comprises entre 16 et 
87 ans). Les immunoblots représentatifs de 12 sujets contrôles (10 hommes et 2 femmes) avec de
PMD courts (PMD ≤16 heures) pour la GRK2 (80 kDa), la GRK6 (66 kDa) et la β-arrestine2 (46 
kDa) sont présentés. Tous les sujets ont été analysés dans le même gel. La quantité totale de 
protéine chargée est de 45 µg, sauf pour l’immunodétection de la GRK2 (30 µg). L’influence de 
l’âge a été étudiée sur les différentes protéines par des analyses de corrélation, où la valeur de r est 
le coefficient de corrélation de Pearson’s et les droites représentent les régressions linéaires des 
corrélations (GRK2 : y = 1.27-0.0057x, n = 12 ; GRK6 : y = 1.38-0.0063x, n = 12 ; β-arrestine2 : y 
= 1.30-0.0041x, n = 12). Les axes verticaux (immunodensités) sont exprimés en densité optique 
intégrée (IOD).










































































































































Figure 7. A : Taux d’immunoréactivité des kinases GRK2 et GRK6 ainsi que des protéines 
β-arrestine2 et α-internexine dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux 
opiacés (n = 25). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) 
par rapport à celui des contrôles fixés à 100±1 (*p <0.05, one-sample t-test). B : Les 
immunoblots représentatifs des protéines GRK2, GRK6, β-arrestine2 et α-internexine dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacées (A) et leur contrôle respectif (C) sont présentés. Le 
chargement du gel est de 40 µg par puits. Le C1 correspond au contrôle 1 dans le tableau 9 ; 
A1 et A2 correspondent aux addicts 3 et 4 du tableau 8 respectivement (pour les 
caractéristiques individuelles, voir les tableaux 8 et 9). Pour la GRK2 l’immunoréactivité est 
diminuée de 45 % pour A1 et de 37 % pour A2 ; pour la kinase GRK6, l’immunoréactivité
d’A1 est diminué 48 % par rapport au contrôle et celle d’A2 est diminuée de 21 % ; les valeurs 
de β-arrestine2 sont diminuées de 33 % et de 7 % pour A1 et pour A2 respectivement ; pour 
l’α-internexine il y a des augmentations de 14 % pour A1 et de 2 % pour A2. C-D : 
Corrélation entre les taux de protéines GRK2 et de β-arrestine2 (C), de GRK6 et de 
β-arrestine2 (D) et de GRK2 et de GRK6 (E) dans les mêmes cerveaux (cortex frontal) 
d’addicts aux opiacés. Chaque point représente un sujet différent et la droite représente la 
régression linéaire de la corrélation. Les valeurs des deux axes sont exprimées en pourcentage 
d’immunoréactivité d’addicts par rapport à celui des contrôles.
Figure 8. Effet du PMD et de l’âge sur les taux d’immunoréactivités des protéines PKA Cα, 
tCREB et pCREB dans le cortex préfrontal humain. Les immunoblots représentatifs de la sous-
unité catalytique α de la PKA (40 kDa), de la tCREB (43 kDa) et de la pCREB (43 kDa) sont 
montrés pour 10 sujets contrôles (hommes) avec différents PMD (valeurs comprises entre 3 et 81 
heures) et différents âges (valeurs comprises entre 15 et 52 ans au moment du décès). Les 
quantités chargées sont de 40 µg par puits.
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Figure 9. A : Taux d’immunoréactivité de la sous-unité catalytique α de la kinases PKA (PKA 
C α), et des formes phosphorylées et totale du facteur de transcription CREB (pCREB et 
tCREB) dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux opiacés (n = 24). Les 
données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui des 
contrôles fixés à 100±1. Le one-sample t-test ne montre pas de différences significatives 
(p >0.05) quand les addicts sont comparés aux contrôles appariés par le sexe, l’âge et le PMD. 
B : Immunoblots représentatifs des protéines PKA C α, pCREB et tCREB dans le cortex 
préfrontal d’addicts aux opiacées (A) et de leur contrôle respectif (C). Le chargement du gel 
est de 40 µg par puits. C1 correspond au contrôle 9 dans le tableau 9 ; A1 et A2 correspondent 
aux addicts 18 et 20 du tableau 8 respectivement (pour des caractéristiques individuelles, voir 
les tableaux 8 et 9). Pour la kinase PKA l’immunoréactivité est augmentée de 46 % pour A1 et 
de 13 % pour A2 ; pour la pCREB, A1 est augmenté de 46 % par rapport au contrôle et A2 est 
augmenté de 13 % ; les valeurs de tCREB sont diminuées de 8 % et de 18 % pour A1 et A2 
respectivement. C et D : Corrélation entre les taux de protéines PKA et pCREB (C) et PKA et
tCREB dans les mêmes cerveaux (cortex frontal) d’addicts aux opiacés. Chaque point 
représente un sujet différent et la droite représente la régression linéaire de la corrélation. Les 
valeurs des deux axes sont exprimées en pourcentage d’immunoréactivité d’addicts par rapport 
à celui des contrôles.
Figure 10. Effet du PMD et de l’âge sur les taux d’immunoréactivité des protéines de la 
famille des MAPKs dans le cortex préfrontal humain. Les immunoblots représentatifs de la 
protéine Ras (21 kDa), la kinase c-Raf-1 (74 kDa) et la kinase tMEK (42 kDa) sont montrés 
pour 12 sujets contrôles (hommes) avec différentes PMD (valeurs comprises entre 2 et 62 
heures) et différents âges (valeurs comprises entre 18 et 52 ans aux moment du décès). Pour 
les deux formes de la kinase ERK1/2 (tERK1/2 : une bande à 42 kDa ; pERK1/2 : trois bandes 
à 42, 44 et 85 kDa) des immunoblots représentatifs sont montrés pour 8 sujets contrôles 
(PMD : valeurs comprises entre 16 et 62 heures ; âge : valeurs comprises entre 18 et 52 ans au 
moment du décès). Les quantités chargées sont de 40 µg par puits. Noter la disparition de 
l’immunoréactivité à partir de 31 heures pour les bandes de 42 et 44 kDa de pERK1/2, mais 
pas de changements dans les niveaux d’immunoréactivité détectés pour la bande non-
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Figure 11. A : Taux d’immunoréactivité des protéines qui appartiennent à la voie des MAPKs
dans le cortex préfrontal du cerveau d’addicts aux opiacés (n = 12). Les données sont 
exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui des contrôles fixés 
à 100±1 (*p <0.05, **p <0.001, one-sample t-test). B et C : Immunoblots représentatifs des 
différentes protéines de la voie des MAPKs dans le cortex préfrontal d’addicts aux opiacées et 
de leur contrôle respectif. Le chargement du gel est de 40 µg par puits en duplicata. B, le 
contrôle correspond au sujet contrôle 10 dans le tableau 9 et l’addict correspond à l’addict 19 
du tableau 8 (le pourcentage de diminution des immunoréactivités de l’addict comparé avec 
celui du contrôle : 12 % pour Ras, 35 % pour c-Raf-1, 4 % pour tMEK, >95 % pour pMEK, 1 
% pour tERK, >95 % pour ERK1 et 90 % pour ERK2). C, le contrôle correspond au contrôle 
7 dans le tableau 9 et l’addict correspond à l’addict 14 du tableau 8 (le pourcentage de 
diminution des immunoréactivités de l’addict comparé avec celui du contrôle : 13 % pour Ras, 
54 % pour c-Raf-1, 3 % pour tMEK, 75 % pour pMEK, 6 % pour tERK, 58 % pour ERK1 et 
82 % pour ERK2). Voir les tableaux récapitulatifs pour les valeurs des caractéristiques 
individuelles.
Figure 12. Immunoblots représentatifs de l’effet de la réaction de déphosphorylation avec 
la phosphatase alcaline sur les différentes sous-unités de NFs dans le cortex préfrontal 
humain. (aire 9 de Brodmann) d’un homme de 27 ans et 22 heures de PMD. L’échantillon 
de cerveau a été homogénéisé, dialysé et incubé à 30 °C pendant 15 min en absence 
(échantillons contrôles) ou en présence de phosphatase alcaline (75 U). Des échantillons ont 
également été incubés avec l’enzyme et avec 100 mM de pyrophosphate de sodium 
(contrôles inhibés). La quantité de protéine chargée est de 40 µg en duplicata dans tous les 
cas. La taille moléculaire (Mr exprimé en kDa) est montrée pour chacune des sous-unité de 
NFs. Voir Matériel et Méthodes pour plus de détails sur la spécificité des anticorps pour les 
formes phosphorylée et non-phosphorylée des NFs.
Figure 13. Effet du PMD (valeurs comprises entre 16 et 62 heures) sur l’immunoréactivité des 
protéines de NFs dans le cerveau humain. Des immunoblots représentatifs pour les différentes 
sous-unités de NFs (200 kDa pour le NF-H, 160 pour le NF-M et 68 kDa pour le NF-L) sont 
montrés pour des préparations d’homogénat total de cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) de 
9 contrôles (hommes) (chaque sous-unité est analysée dans un même gel). La quantité totale de 
protéine chargée par puits est de 60 µg dans tous les cas. Les anticorps utilisés pour 
l’immunodétection des NFs sont : l’anticorps NE-14 pour la forme phosphorylée de NF-H, 




















































Figure 14. A : Taux d’immunoréactivité des sous-unités de NFs non-phosphorylés (NF-H, 
NF-M et NF-L) dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux opiacés (n = 
12). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à
celui des contrôles fixés à 100±1 (*p <0.01, **p <0.005, one-sample t-test). Les anticorps 
utilisés sont le SMI-32 (NF-H), le M-20 (NF-M) et le NR-4 (NF-L). B : Densités absolues 
des sous-unités de NFs (exprimées en ng NF/µg protéine) dans le cortex préfrontal (aire 9 
de Brodmann) de contrôles (carré blanc, n = 9) et d’addicts aux opiacés (carré noir, n = 12). 
Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) comparées aux 
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Figure 15. Mise en évidence de trois sous-unités de NFs (NF-H, NF-M et NF-L) dans le 
cortex préfrontal d’addicts aux opiacés (A) et de leurs contrôles (C) appariés par le sexe, 
l’âge et le PMD (même gel pour chacun des couples addicts-contrôles). Les addicts A1 et 
A2 correspondent respectivement aux sujets 15 et 19 du tableau 8 ; les contrôles C1 et C2 
sont les contrôles 7 et 10 du tableau 9. Les anticorps utilisés contre les formes non-
phosphorylées de NFs sont les anticorps SMI-32 (NF-H), M-20 (NF-M) et NR-4 (NF-L). 
A : L’immunoréactivité de NF-H et de NF-L de l’addict A1 est diminuée de manière 
importante (48 et 53 % respectivement) comparée à celle du contrôle C1, mais il n’y a pas 
de changements pour le NF-M. B : L’addict A2 montre une importante diminution de 
l’immunoréactivité de la sous-unité NF-H (58 %) ; par contre, les sous-unités NF-M et 
NF-L ne sont que faiblement diminuées (22 %). La quantité de protéine totale chargée est 
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Figure 16. A : Immunoréactivité de la sous-unité NF-H phosphorylée (anticorps SMI-31) et 
non-phosphorylée (anticorps SMI-32) dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) des 
cerveaux d’addicts aux opiacés (n = 12). Dans l’encadrement est montré le rapport entre les 
valeurs obtenues avec le SMI-31 et celles de SMI-32 (% par rapport aux contrôles appariés). 
Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui 
des contrôles fixé à 100±1 (*p <0.02, **p <0.005, one-sample t-test). B : Immunoréactivité
de la sous-unité NF-M phosphorylée (anticorps RMO-281) et non-phosphorylée (anticorps 
RMO-270) dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) des cerveaux d’addicts aux 
opiacés (n = 12). Dans l’encadrement est montré le rapport entre les valeurs obtenues avec 
RMO-281 et celles de RMO-270 (% par rapport aux contrôles appariés). Les données sont 
exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui des contrôles 
fixés à 100±1. Le one-sample t-test ne montre pas de différences significatives (p >0.05) 
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Figure 17. Immunoblots représentatifs des formes phosphorylées (anticorps SMI-31) et 
non-phosphorylée (anticorps SMI-32) de NF-H dans le cortex préfrontal (aire 9 de 
Brodmann) de deux addicts (A) et leur contrôle (C) apparié par le sexe, l’âge et le PMD, 
analysés dans le même gel. Les addicts A1 et A2 correspondent aux addicts 14 et 15 du 
tableau 8 ; le contrôle C1 est le sujet 7 du tableau 9 (voir tableaux récapitulatifs pour les 
valeurs individuelles). A : L’immunoréactivité de NF-H phosphorylé chez l’addict A1 est 
fortement augmentée (95 %) comparée à celle du contrôle C1, mais celle de l’addict A2 
est faiblement diminuée (24 %). L’anticorps SMI-31 réagit aussi avec le NF-M 
phosphorylé et les changements de cette sous-unité dans les addicts A1 et A2 sont 
similaires à ceux observés dans les mêmes sujets pour le NF-H. B : L’addict A2 présente 
une diminution importante de l’immunoréactivité de la sous-unité NF-H (54 %) non-
phosphorylée, par contre, l’addict A1 montre une faible diminution de cette sous-unité (12 







































C1           A1











Figure 18. A : Densité de l’immunoréactivité de la protéine native de la GFAP et de ses 
produits de dégradation dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux opiacés 
(n = 12). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) par 
rapport à celui des contrôles fixés à 100±1. Le one-sample t-test ne montre pas de différences 
significatives (p >0.05) entre les addicts et leurs contrôles appariés par le sexe, l’âge et le 
PMD. B : Mise en évidence de la GFAP native (49 kDa) et de ses produits cataboliques de 
dégradation dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux opiacés (A) et de 
leurs contrôles (C) analysés dans un même gel pour chacun des couples “addict-contrôle”. 
Les addicts A1 et A2 correspondent respectivement aux sujets 14 et 18 du tableau 8 ; les 
contrôles C1 et C2 correspondent aux sujets 7 et 9 du tableau 9. L’immunoréactivité de la 
GFAP native et de ses produits de dégradation chez l’addict A1 est sensiblement diminuée 
(88 et 65 %) alors que pour l’addict A2 elle est fortement augmentée (183 et 80 %). La 
quantité de protéine totale chargée est de 40 µg par duplicata dans tous les cas.
Figure 19. A : Immunoblot représentatif de l’effet de la réaction de déphosphorylation avec 
la phosphatase alcaline sur la kinase cdk5 dans le cortex préfrontal humain. (aire 9 de 
Brodmann) d’un homme de 27 ans et 22 heures de PMD. L’échantillon de cerveau a été
homogénéisé, dialysé et incubé à 30 °C pendant 15 min en absence (échantillon contrôle) ou 
en présence de phosphatase alcaline (75 U). Un échantillon a été aussi incubé avec 
l’enzyme et avec 100 mM de pyrophosphate de sodium (contrôle inhibé). La quantité de 
protéine chargée est de 40 µg par duplicata dans tous les cas. B et C : La spécificité des 
anticorps anti-p35 (C-19 et N-20) a été étudiée par préincubation de chaque anticorps avec 
son peptide antigénique (préabsorption de l’anticorps) ce qui résulte en un blocage de 
l’immunoréactivité de la protéine spécifique.
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Figure 20. Effet du PMD et de l’âge sur l’immunoréactivité de p35, de p25 et de cdk5 dans 
le cerveau d’addicts aux opiacés (cortex préfrontal, aire 9 de Brodmann). A et B : Mise en 
évidence de la kinase cdk5 et de ses activateurs neuronaux p35 et p25 dans le cortex 
préfrontal de contrôles (14 sujets chargés dans le même gel) avec différents PMD (valeurs 
comprises entre 3 et 102 heures) et différents âges (valeurs comprises entre 16 et 87 ans aux 
moment du décès). La quantité de protéine totale chargée dans tous les cas est de 40 µg. 
L’anticorps utilisé pour l’immunodétection de p35 et de p25 est l’anticorps C-19. C et D :
L’influence du PMD sur les différentes protéines a été étudiée par des analyses de 
corrélation, où la valeur de r est le coefficient de corrélation de Pearson’s et les droites 
représentent les régressions linéaires des corrélations. La diminution de l’immunoréactivité
de la protéine p35 avec le PMD peut s’ajuster à un modèle de diminution monoexponentiel. 
Les axes verticaux (immunodensités) sont exprimés en densité optique intégrée (IOD). 
E-G : Effet de l’âge sur les protéines cdk5, p35 et p25. Pour les trois protéines il y a une 
tendance non significative de diminution de l’immunoréactivité avec l’âge. Les axes 


































Figure 21. A : Taux d’immunoréactivités de cdk5, de PP2A et de NF-H phosphorylé
(anticorps utilisé SMI-31) dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux 
opiacés (n=21). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) 
par rapport à celui des contrôles fixé à 100±1 (*p <0.05, **p <0.001, one-sample t-test). B :
Mise en évidence de cdk5, de PP2A et de NF-H phosphorylé dans le cortex préfrontal 
d’addicts aux opiacés (A) et leurs contrôles (C) appariés par le sexe, l’âge et le PMD (même 
gel pour chacun des couples “addict-contrôle”). Les addicts A1 et A2 correspondent aux 
sujets 2 et 17 respectivement du tableau 8 ; les contrôles C1 et C2 sont les contrôles 6 et 8 
du tableau 9. L’anticorps utilisé contre la forme phosphorylée de NF-H est l’anticorps SMI-
31. Les immunoréactivités de cdk5 et de PP2A de l’addict A1 sont diminuées de 8 % et un 
12 % respectivement, au contraire que l’immunoréactivité de NF-H phosphorylé est 
augmentée de 45 % comparée à celles du contrôle C1. Les valeurs d’immunoréactivité de 
l’addict A2 sont : 46 % de diminution pour la cdk5, pas de changement pour la phosphatase 
PP2A et une forte augmentation de 116 % pour le NF-H phosphorylé. La quantité de 






































Figure 22. A : Taux d’immunoréactivité de p35 et p25 mesurés avec les anticorps C-19 et N-
20 et de la protéase µ-calpaine dans le cortex préfrontal (aire 9 de Brodmann) d’addicts aux 
opiacés (n = 21). Les données sont exprimées en pourcentage moyen±sem (erreur standard) 
par rapport à celui des contrôles fixé à 100±1 (*p<0.05, **p<0.0001, one-sample t-test). B :
Mise en évidence de l’immunoréactivité de p35, de p25 et de µ-calpaine dans le cortex 
préfrontal d’addicts aux opiacés (A) et de leurs contrôles (C) appariés par le sexe, l’âge et le 
PMD analysés dans un même gel pour chacun des couples “addict-contrôle”. Les addicts A1 
et A2 correspondent aux sujets 2 et 17 respectivement du tableau 8 ; les contrôles C1 et C2 
sont les contrôles 6 et 8 du tableau 9. L’addict A1 présente des diminutions de p35 (48 %) et 
p25 (2 %) mesurées avec l’anticorps C-19. De même il y existe une diminution de p35 (34 
%) mesurée avec l’anticorps N-19. La µ-calpaine montre une faible augmentation de 5 % 
chez ce sujet. L’immunoréactivité de p35 est diminuée chez l’addict A2 (60 % mesurée avec 
l’anticorps C-19 et 85 % mesurée avec l’anticorps N-19). La protéine p25 et la protéase µ-
calpaine se trouvent augmentées chez l’addict A2 (de 38 % et 16 % respectivement). La 



























Figure 23. Représentation des rapports d’IOD de p35 vs p25 (mesurés avec l’anticorps anti-
p35 C-20). La valeur moyenne de ce rapport chez les addicts (0.46±0.04, n = 21) est 
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Figure 24. Corrélation entre les taux de cdk5 et p35 (A) et cdk5 et p25 (B) dans les cerveaux 
d’addicts aux opiacés (cortex préfrontal, aire 9 de Brodmann). Chaque point représente un 
sujet différent et la droite représente la régression linéaire de la corrélation. Les valeurs des 
deux axes sont exprimées en pourcentage d’immunoréactivité par rapport à celui des contrôles. 
L’anticorps utilisé pour mesurer les taux de p35 et p25 est le C-20.
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Figure 25. A : Corrélation entre les taux de cdk5 et NF-H phosphorylé (mesuré avec 
l’anticorps SMI-31) dans les cerveaux d’addicts aux opiacés (cortex préfrontal, aire 9 de 
Brodmann). B : Corrélation entre les valeurs d’immunoréactivité de p35 (mesurée avec 
l’anticorps anti-p35 C-20) et celles de NF-H phosphorylés (mesurée avec l’anticorps SMI-
31) dans les cerveaux d’addicts aux opiacés (cortex préfrontal, aire 9 de Brodmann). 
Chaque point représente un sujet différent et la droite représente la régression linéaire de la 
corrélation. Les valeurs de deux axes sont exprimées en pourcentage d’immunoréactivité
par rapport à celui des contrôles.
Figure 26. A : Effet de la déphosphorylation de NF-H avec la phosphatase alcaline dans le 
cortex cérébral des rats. L’échantillon de cerveau a été homogénéisé, dialysé et incubé à
30 °C pendant 15 min en absence (échantillons contrôles) ou en présence de phosphatase 
alcaline (75 U). Des échantillons ont été incubés avec l’enzyme et avec 100 mM de 
pyrophosphate de sodium (contrôles inhibés). La quantité de protéine chargée est de 40 µg 
par duplicata dans tous les cas et l’anticorps utilisé pour l’immunodétection de NF-H 
phosphorylée est le NE-14. B : Immunoblots représentatifs (dans un même gel) des effets du 
traitement saline (S), du traitement aigu à la morphine (A, 30 mg/kg, i.p. pendant 2 h) et du 
traitement chronique à la morphine (C, 10-100 mg/kg, i.p., pendant 5 jours et les animaux 
sont sacrifiés 2, 6, 12 ou 24 h après la dernière dose) sur l’immunoréactivité du NF-H 
phosphorylé (anticorps NE-14) dans le cortex cérébral de rats. C : Immunoblots
représentatifs (dans un même gel) des effets du traitement saline (S), du traitement aigu à la 
naloxone (A, 10 mg/kg, i.p. pendant 2 h) et du traitement chronique à la naloxone (C, 10 
mg/kg, i.p., pendant 14 jours et les animaux sont sacrifiés 2 h après la dernière dose) sur 
l’immunoréactivité du NF-H phosphorylé (anticorps NE-14) dans le cortex cérébral de rats. 
D : Immunoblots représentatifs (dans un même gel) des effets du traitement saline (S), du 
traitement aigu à la morphine (A, 30 mg/kg, i.p. pendant 2 h) et du traitement chronique à la 
morphine (C, 10-100 mg/kg, i.p., pendant 5 jours et les animaux sont sacrifiés 2, 6, 12 ou 24 
h après la dernière dose) sur l’immunoréactivité du NF-L non-phosphorylé (anticorps NR-4) 
dans le cortex cérébral de rats. La quantité de protéine totale chargée dans tous les cas est de 
40 µg.
































Figure 27. Effet du traitement à la morphine (chronique et aigu) sur l’immunodensité du NF-H 
phosphorylé (anticorps NE-14) dans le cortex cérébral des rats. Les animaux utilisé sont : 
animaux salines (n = 12), animaux avec un traitement aigu à la morphine (A, 30 mg/kg, i.p., 
pendant 2 h, n = 4) et animaux traités chroniquement à la morphine (10-100 mg/kg, i.p., 
pendant 5 jours et les animaux sont sacrifiés 2, 6, 12 ou 24 h après la dernière dose, n =3-5 à
l’exception de 24 h, n = 2). Les données sont exprimées en la différence du pourcentage 
moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui du groupe saline. Il y a une différence 
significative du taux de NF-H phosphorylé après les traitements à la morphine détectée par 
l’analyse de la variance unidimensionnelle (one-way ANOVA) (F(5,23) = 10.33, p <0.0001) 
suivi par le test de comparaison multiple de Bonferroni (*p <0.05, **p <0.001).
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Figure 28. Changements de l’expression du NF-L dans le cortex cérébral de souris 129/Sv
(animaux du type sauvage (+/+) et animaux mutantes KO (-/-) qui n’expriment pas le 
récepteur µ) après un traitement chronique à la morphine (20-100 mg/kg pendant 5 jours). 
Les données sont exprimées en différence du pourcentage moyen±sem (erreur standard) par 
rapport à celui du groupe salin. Les animaux +/+ traités chroniquement à la morphine 
montrent une diminution significative des taux de NF-L par rapport aux animaux +/+ salins 
(*p <0.01 one-sample t-test), par contre l’one-sample t-test ne montre pas des altérations 
significatives entre les animaux -/- traités chroniquement à la morphine et les animaux -/-
salins. L’immunoblot représentatif montre (dans un même gel) les effets chroniques de la 
morphine sur la protéine NF-L dans les souris +/+ et -/-. La quantité de protéine totale 
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Figure 29. Changements de l’expression du NF-H phosphorylé dans le cortex cérébral des 
souris 129/Sv (animaux du type sauvage (+/+) et animaux mutants KO (-/-) qui n’expriment 
pas le récepteur µ) après un traitement chronique à la morphine (20-100 mg/kg pendant 5 
jours). Les données sont exprimées en différence du pourcentage moyen±sem (erreur 
standard) par rapport à celui du groupe saline. Les animaux +/+ traités chroniquement à la 
morphine montrent une augmentation significative de taux de NF-H phosphorylé par rapport 
aux animaux +/+ salins (*p <0.01 one-sample t-test), par contre l’one-sample t-test ne montre 
pas des altérations significatives entre les animaux -/- traités chroniquement à la morphine et 
les animaux -/- salins. Si on compare les animaux +/+ et -/- traitées à la morphine il existe 
une diminution significative des taux de NF-H phosphorylé († <0.04, one-sample t-test). 
L’immunoblot représentatif montre (dans un même gel) les effets chroniques de la morphine 
sur la protéine NF-H phosphorylée dans les souris +/+ et -/-. La quantité de protéine totale 


























Figure 30. Effet du traitement à la morphine (chronique et aigu) sur l’immunodensité de 
pERK1/2 et tERK1/2 dans le cortex cérébral des rats. Les animaux utilisé sont : animaux 
salins (n = 4 pour pERK1/2 et n = 6 pour tERK1/2), animaux avec un traitement aigu à la 
morphine (A, 30 mg/kg, i.p., pendant 2 h, n = 5 pour pERK1/2 et n = 6 pour tERK1/2) et 
animaux traités chroniquement à la morphine (10-100 mg/kg, i.p., pendant 5 jours, les 
animaux sont sacrifiés 2, 6 ou 12 h après de la dernière dose, n = 6). Les données sont 
exprimées en différence du pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui du 
groupe salin. Il y a une différence significative des taux de pERK1/2 et tERK1/2 après les 
traitements à la morphine détectée par l’analyse de la variance unidimensionnelle (one-way
ANOVA) suivi par le test de comparaison multiple de Bonferroni (pERK2 : F(2,12) = 36.32, 
p <0.0001, *p <0.05, **p <0.01 ; pERK1 : F(2,12) = 18.02, p = 0.0002, *p <0.05 **p <0.01; 
tERK1/2 : F(2,15) = 9.50, p = 0.002, *p <0.01; † p <0.001 si on compare le traitement 
chronique avec l’aigu). Les immunoblots sont représentatifs de l’immunoréactivité de 
tERK1/2 (A) et pERK1/2 (B) dans le cortex cérébral des rats traités avec une solution saline 
(S, contrôle, n = 2), de la morphine aiguë (A, 30 mg/kg, i.p. pendant 2 h, n = 2) et de la 
morphine chronique (10-100 mg/kg, i.p. pendant 5 jours, et les animaux sont sacrifiés 2 h 
après de la dernière dose, n = 2). Il est à noter que l’immunoréactivité de pERK1/2 augmente 
de 100 % dans le traitement aigu et diminue fortement de 57 % dans le traitement chronique. 















































Figure 31. Changement de l’immunodensité de la kinase cdk5 et de son activateur neuronal 
p35 dans le cortex cérébral des rats après un traitement aigu ou chronique à la morphine 
ainsi qu’un traitement aigu à la naloxone. Les animaux utilisé sont : animaux salines (n = 5), 
animaux avec un traitement aigu à la morphine (30 mg/kg, i.p., pendant 2 h, n = 3), animaux 
traités chroniquement à la morphine (10-100 mg/kg, i.p., pendant 5 jours et les animaux 
sont sacrifiés 2, 6, ou 12 h après la dernière dose, n = 6) et animaux avec un traitement aigu 
à la naloxone (10 mg/kg, i.p., pendant 2 h, n = 3). Les données sont exprimées en différence 
de pourcentage moyen±sem (erreur standard) par rapport à celui du groupe salin (*p <0.05, 
t-test). Les immunoblots sont représentatifs de l’immunoréactivité de cdk5 et de p35 dans le 
cortex cérébral des rats traités avec une solution saline (contrôle, n = 4), avec un traitement
aigu à la morphine (30 mg/kg, i.p. pendant 2 h, n = 3), avec un traitement chronique à la 
morphine (10-100 mg/kg, i.p. pendant 5 jours, les animaux sont sacrifiés 2 h après de la 
dernière dose, n = 4) et du traitement aigu à la naloxone (10 mg/kg, i.p., pendant 2 h, n = 3).
Tous les échantillons sont analysés dans le même gel. La charge totale de protéines est de 
40 µg.



























Figure 32. Phosphorylation des kinases ERK1 et ERK2 induite par la morphine dans les 
cellules SH-SY5Y. L’augmentation de la phosphorylation d’ERK1 et d’ERK2 est exprimée en 
multiple des valeurs d’IOD obtenues dans les cellules contrôles non traitées (i.e., une 
augmentation de 2 fois, implique une hausse de 100 % de l’activité des kinases sur le niveau 
basal). Les résultats correspondent à la moyenne±sem (erreur standard) de trois déterminations 
indépendantes. Il y a une différence significative des taux de pERK1/2 après la stimulation à la 
morphine détectée par l’analyse de la variance unidimensionnelle (one-way ANOVA) suivi par 
le test de comparaison multiple de Scheffé (pERK2: F(8,33) = 4.67, p = 0.0007, *p <0.05, 
si on compare avec les valeurs basals (B); pERK1: F(8,29) = 4.19, p = 0.002, 
*p <0.05 si on compare avec les valeurs basals (B)). Les immunoblots sont représentatifs de 
l’immunoréactivité de pERK1/2 et tERK1/2 dans des cellules SH-SY5Y non différenciées 
traitées avec 1 µM de morphine pendant les temps indiqués. La quantité de protéine totale 
chargée est de 40 µg.





















Figure 33. Phosphorylation de NF-H et NF-M induite par la morphine dans les cellules 
SH-SY5Y. L’augmentation de la phosphorylation de NF-H et NF-M est exprimée en multiple 
de la valeur d’IOD obtenue dans les cellules contrôles non traitées. Les résultats sont la 
moyenne±sem (erreur standard) de trois déterminations indépendantes. Les immunoblots sont 
représentatifs de l’immunoréactivité de pNF-H et pNF-M dans des cellules SH-SY5Y non 
différenciées traitées avec 1 µM de morphine pendant les temps indiqués. La quantité de 
protéine totale chargée est de 40 µg. L’anticorps utilisé pour l’immunodétection de NF-H est le 
SMI-31.
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Figure 34. Effet de l’inhibiteur PD98059 sur la phosphorylation des kinases ERK1/2 induite par 
la morphine dans les cellules SH-SY5Y. Les cellules ont été préincubées avec 50 ou 100 µM de 
PD98059 ou un volume équivalent de DMSO pendant une heure avant d’être traitées avec 1 µM 
de morphine. On peut noter la disparition de l’immunoréactivité (> 90 % par rapport aux niveaux 
basales) avec 100 µM d’inhibiteur. La quantité de protéine totale chargée est de 40 µg. 
Expérience répétée deux fois avec des résultats similaires.






































































Figure 35. Corrélation entre les taux de pERK1/2 et de pNF-H obtenus après le traitement 
avec 1 µM de morphine sur des cellules SH-SY5Y. Chaque point représente une valeur 
d’immunoréactivité obtenue à un temps différent d’incubation avec de la morphine (1à 60 
min) et la droite représente la régression linéaire de la corrélation. Les valeurs des deux axes 
sont exprimées en multiple de la valeur d’IOD obtenue dans les cellules contrôles non traitées.
